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Zusammenfassung 
 
Die Denitrifikation ist im Ökosystem von entscheidender Bedeutung. Besonders im Boden 
spielen Denitrifikanten durch die Remineralisierung von Nitrat zu molekularen Stickstoff 
eine entscheidende Rolle. Eines der Markergene der Denitrifikation ist nirK, welches für die 
kupfer-abhängige Nitrit-Reduktase codiert. Denitrifikanten sind in ihrer Phylogenie sehr 
divers. Der Stammbaum von nirK beherbergt Cluster, die von nirK-Umweltsequenzen 
dominiert sind und keine nirK-Sequenz eines Isolates enthalten. Eines dieser Cluster ist 
Cluster I, welches im Fokus der vorliegenden Arbeit stand, da es von nirK-Sequenzen 
bislang unkultivierter Denitrifikanten aus Bodenproben dominiert wird. Mit einer 
Kultivierungsmethode die nicht spezifisch auf Denitrifikanten ausgerichtet war, sondern 
einen unspezifischen Ansatz verfolgte, sollte die Isolierung und Kultivierung nirK-
enthaltender Organismen dieses Clusters aus Bodenproben ermöglicht werden. Als 
Probenmaterial dienten Lahn-Wiesenbodenproben. Vor der Kultivierung wurde durch die 
Erstellung einer nirK-Klonbibliothek die Verteilung der nirK-Sequenzen innerhalb des 
beprobten Lahn-Wiesenbodens analysiert. Mit der Ausnahme einer nirK-Klonsequenz 
waren alle nirK-Sequenzen auf die Cluster I und VI verteilt. Die aus Probenmaterial 
angesetzte Bodensuspension wurde vier Wochen unter oxischen Kultivierungsbedingungen, 
in Minimalmedium bei einer habitatspezifischen Inkubationstemperatur inkubiert. Acht 
nirK-enthaltende Isolate 187, 406, 467, 471, 469, 373, 484 und 205 wurden mit dieser 
Methode kultiviert. Die nirK-Sequenzen von drei Isolaten gruppierte in das nirK-Cluster I, 
während die nirK-Sequenzen weiterer fünf Isolate eine phylogenetische Nähe zu den nirK-
Sequenzen der Cluster II, VI und VII zeigten. Mit unspezifischen Kultivierungsmethoden 
gelang es also Kulturen mit einem nirK-Genotyp des Clusters I zu kultivieren. Ferner zeigte 
sich, dass durch molekularbiologische, kultivierungs-unabhängige Methoden zum Teil 
andere nirK-Sequenzen nachgewiesen wurden als durch kultivierungs-abhängige Methoden.  
Phylogenetische Analysen der 16S rRNA-Gen-Sequenzen ergaben die Zuordnung der 
Isolate zu den Gattungen Bradyrhizobium (Isolat 406, 467, 469 und 471), Bosea (Isolat 
187), Mesorhizobium (Isolat 373 und 484) und Devosia (Isolat 205). Die Isolate des nirK-
Clusters I wurden hierbei alle als Spezies der Gattung Bradyrhizobium identifiziert. Auch 
die weiteren Gene der Denitrifikation nap/nar, nor und nos konnten für die Isolate der 
Gattungen Bradyrhizobium und Bosea nachgewiesen werden, mit Ausnahme des Isolates 
(471) der Gattung Bradyrhizobium dem kein nosZ-Gen nachgewiesen werden konnte. Für 
die Isolate der Gattung Mesorhizobium wurden neben nirK die Denitrifikationsgene narG 
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und cnorB bestimmt. Das Isolat 205 der Gattung Devosia wies neben nirK kein weiteres 
Gen der Denitrifikation auf.  
Ein phylogenetischer Vergleich der 16S rRNA-Gen-Phylogenie der Isolate mit den 
Phylogenien der funktionellen Gene nirK, norB und nosZ, zeigte eine Kongruenz der 
Stammbäume, wobei die nirK-Phylogenie die Gruppierungen am differenziertesten 
widerspiegelte. Aufgrund der großen phylogenetischen Nähe zwischen den nirK-Sequenzen 
der Isolate und den nirK-Umweltsequenzen des Clusters I kann man vermuten, dass es sich 
bei diesen Subcluster um eine Taxon-spezifische Gruppierung von Bradyrhizobium Spezies 
handelt.  
Trotz ihrer Identifizierung als Spezies der Gattung Bradyrhizobium wiesen die Isolate des 
nirK-Clusters I keine phylogenetische Nähe zur Spezies Bradyrhizobium japonicum auf, den 
einzigen bisher bekannten Denitrifikanten innerhalb der Gattung Bradyrhizobium. Es lässt 
sich also vermuten, dass neben B. japonicum auch andere Bradyrhizobium Spezies in der 
Lage sind zu denitrifizieren. Eine abschließende Aussage lässt sich aber nicht treffen, da für 
einige Bradyrhizobium Spezies, die als nächsten Verwandten der Isolate auf Basis der 16S 
rRNA-Gen-Phylognie bestimmt wurden, keine Spezies-Beschreibung vorliegt.   
Die Isolate der Gattungen Bradyrhizobium und Bosea zeigten sowohl auf genomischer als 
auch auf funktioneller Ebene die Fähigkeit zur Denitrifikation bis zur N2O-Produktion. Die 
Isolate der Gattung Mesorhizobium 373 und 484 wiesen zwar auf genomischer Ebene das 
Potential zur Denitrifikation auf, jedoch wurde auf funktioneller Ebene weder eine 
Umsetzung des NO3- zu N2O, noch ein Wachstum unter anoxischen Bedingungen mit NO3- 
als Elektronenakzeptor nachgewiesen. Die denitrifizierenden Spezies der Gattung 
Mesorhizobium wiesen keine phylogenetische Nähe zu den Isolaten der Gattung 
Mesorhizobium der vorliegenden Arbeit auf, so dass es sich bei den vorliegenden Isolaten 
möglicherweise um neue Spezies der Gattung Mesorhizobium handeln könnte. Für das Isolat 
205 der Gattung Devosia konnte dem nirK-Gen keine Funktion zugeordnet werden.  
Durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit ist es möglich, dass bisher von unkultivierten 
Organismen aus Bodenhabitaten dominierte nirK-Cluster I näher zu charakterisieren.  
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I. Einleitung 
 
Die sechs Elemente - Wasserstoff (H), Kohlenstoff (C), Stickstoff (N), Sauerstoff (O), 
Schwefel (S) und Phosphor (P) - bilden die Hauptbestandteile aller biologischen 
Makromoleküle. Die biologischen Umsetzungen des H, C, N, O und S werden hauptsächlich 
durch thermodynamisch abhängige Reaktionen von Mikroorganismen katalysiert 
(Falkowski et al., 2008). Im Verlauf der Evolution entwickelten die Mikroorganismen 
Schlüsselfunktionen in Stoffkreisläufen der Biosphäre, die das Leben auf der Erde 
aufrechterhalten und so den Motor dieser biogeochemischen Kreisläufe bilden.  
 
1. Der Stickstoffkreislauf 
 
Stickstoffverbindungen gehören zu den wichtigsten Bestandteilen einer Zelle. Sie sind in 
wesentlichen Bausteinen des Lebens - wie Nukleinsäuren, Aminosäuren, Adenosin- 
triphosphat, Chlorophyll und vielen weiteren - enthalten. Neben dem Anabolismus spielt 
Stickstoff ebenfalls im Katabolismus vieler Bakterien eine wichtige Rolle. Hier kann er 
sowohl als Elektronendonor in oxischen, als auch als Elektronenakzeptor in anoxischen 
Habitaten fungieren. Zusammenfassend ergibt sich ein Kreislauf, in dem der Stickstoff 
verschiedene Oxidationsstufen durchläuft. Dieser Stickstoffkreislauf setzt sich aus mehreren 
Prozessen zusammen (siehe Abb.1). Von großer Bedeutung sind dabei die Fixierung von 
molekularem Stickstoff (N2), die Nitrifikation und die Denitrifikation.  
 
Abbildung 1: Die biologischen Prozesse des Stickstoffkreislaufs unter oxischen und anoxischen 
Bedingungen. 
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Die Stickstoff-Fixierung wird ausschließlich von Bakterien und einigen Archaeen 
durchgeführt. Die Stickstoff-fixierenden Bakterien, die Diazotrophen, sind für das 
Ökosystem von besonderer Bedeutung, weil sie gasförmigen, molekularen Stickstoff in 
Ammonium (NH4+) umwandeln und so dem Boden wieder verfügbar machen. Diazotrophe 
können sowohl in Symbiose mit Pflanzen vorkommen (Knöllchenbakterien) als auch 
freilebend auftreten. Während die freilebenden Diazotrophen Stickstoff für den eigenen 
Nutzen fixieren, stellen die in Symbiose lebenden Diazotrophen den fixierten Stickstoff dem 
Pflanzenpartner zur Verfügung (Newton, 2007). Die bedeutendsten, in Symbiose lebenden 
Stickstoff-Fixierer gehen eine Interaktion mit Leguminosen ein und finden sich in der 
Ordnung Rhizobiales und den Familien Bradyrhizobiaceae, Phyllobacteroaceae, 
Rhizobiaceae und Xanthobacteraceae wieder (Madigan et al., 2000). Die Leguminosae 
bilden mit zirka 18000 Spezies eine der größten Pflanzenfamilien auf der Erde (Moulin et 
al., 2001) und sind übliche Wiesenbewohner (Tiedje, 1988). Wie die Pflanzen sind auch ihre 
mikrobiellen Symbionten sehr divers. So zeigten Studien, dass innerhalb der 
Methylobacteriaceae (Jaftha et al., 2002), Hyphomicrobiaceae (Rivas et al., 2004) und 
Brucellaceae (Ngom et al., 2004) Stickstoff-fixierende Leguminosen-Symbionten zu finden 
sind, ebenso unter einigen Gattungen der β-Proteobakteria wie Burkholderia (Moulin et al., 
2001) und Ralstonia (Chen et al., 2001) und in einigen unklassifizierten Stämmen der γ-
Proteobakteria (Benhizia et al., 2004). In der Symbiose reduzieren die Bakterien N2 aus der 
Atmosphäre zu Ammonium und stellen dieses den Pflanzen zur Verfügung. Die Pflanze 
liefert dem Partner dagegen die benötigten Nährstoffe. Das gebildete Ammonium kann im 
Boden unter oxischen Bedingungen zu Nitrit (NO2-) und weiter zu Nitrat (NO3-) oxidiert 
werden. Dieser Prozess wird als Nitrifikation bezeichnet. Hier fungiert Ammonium als 
Elektronendonor. Das gebildete Nitrat kann assimilatorisch für den Aufbau von Biomasse 
oder dissimilatorisch für die Energiegewinnung genutzt werden. Die assimilatorische Nitrat-
Reduktion führt von Nitrat über Nitrit zu Ammonium. Durch direkte Aminierung oder 
Transaminierung werden Aminosäuren gebildet, indem die Aminogruppe auf ein 
Kohlenstoffgerüst übertragen wird. Die Kohlenstoff-Gerüste leiten sich von 
Zwischenverbindungen der intermediären Stoffwechselwege her (Schlegel, 1992). 
Dissimilatorisch wird Nitrat über Nitrit und die gasförmigen Zwischenprodukte, 
Stickstoffmonoxid und Distickstoffoxid, zum ebenfalls gasförmigen, molekularen Stickstoff 
reduziert. Damit wird fixierter Stickstoff wieder in die Atmosphäre rückgeführt.  
Bei der Denitrifikation werden oxidierte Stickstoffverbindungen als alternative 
Elektronenakzeptoren genutzt, deren Reduktion über die Atmungskette an 
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Energiegewinnung gekoppelt ist. Neben der Denitrifikation bestehen noch weitere Prozesse 
der dissimilatorischen Nitrat-Reduktion. So findet in einer aneroben, Nitrat-limitierten und 
kohlenstoffreichen Umgebung die dissimilatorische Nitrat-Reduktion zu Ammonium 
(DNRA) gegenüber der Denitrifikation bevorzugt statt. Das Verhältnis zwischen 
Kohlenstoff zu Nitrat entscheidet, ob Nitrat über DNRA oder über Denitrifikation reduziert 
wird. Bei einem niedrigen Verhältnis wird die Denitrifikation der DNRA vorgezogen, weil 
auf diese Weise so viel Energie wie möglich aus einem Nitrat gewonnen wird. Ist jedoch das 
Verhältnis hoch, so findet die DNRA bevorzugt statt, weil diese die maximale 
Elektronenakzeptoren-Kapazität ausnutzt. Vor allem in Pansen und Faulschlamm findet man 
diese Reaktion, wohingegen im Boden die Denitrifikation dominiert (Tiedje, 1988).  
Auch in Biofilmen wurde die Reduktion von Nitrat unter Verwendung von Ammonium als 
Elektronendonor nachgewiesen (Strous et al., 1999). Diese Reaktion wird als Anaerobe 
Ammonium-Oxidation (Anammox) bezeichnet, wobei Ammonium und Nitrit zu N2 
reagieren. Dabei wird Ammonium oxidert und Nitrit reduziert. Im Gegensatz zu 
Denitrifikanten ist Anammox, nach derzeitigem Kenntnisstand, auf eine phylogenetische 
Gruppe innerhalb der Planktomyceten beschränkt.  
Neben den beschriebenen Prozessen wurden in den letzten zehn Jahren noch weitere 
Prozesse des Stickstoffkreislaufs nachgewiesen. So wurde neben der Oxidation von 
Ammonium durch Crenarchaea (Könneke et al., 2005) auch die Interaktion zwischen diesen 
und Anammox ausführenden Bakterien nachgewiesen (Lam et al., 2007). Innerhalb der 
Archaeaen wurden des Weiteren hyperthermophile Stickstoff-fixierende, Methan-
produzierende Vertreter gefunden (Mehta et al., 2005). Ferner wurde die Existenz von 
Nitrit-oxidierenden phototrophen (Griffin et al., 2007) und Nitrit-abhängigen anaeroben 
Methan-oxidierenden Bakterien (Raghoebarsing et al., 2006) nachgewiesen.  
Die Ergebnisse dieser Untersuchungen zeichnen ein komplexeres Bild des Stickstoff-
Kreislaufes als dies bis vor zehn Jahren vermutet wurde. Es ist davon auszugehen, dass in 
den nächsten Jahren weitere Erkenntnisse das Bild komplettieren werden.   
 
2. Der Prozess der Denitrifikation 
 
Vier Enzyme katalysieren die aufeinander folgenden Reduktionsschritte der Denitrifikation: 
Nitrat-Reduktase, Nitrit-Reduktase, Stickstoffmonoxid-Reduktase und Disticktoffoxid-
Reduktase. Die Nitrat-Reduktase katalysiert den ersten Reduktionsschritt von Nitrat zu 
Nitrit (siehe Abb. 2). Das Enzym ist entweder im periplasmatischen Raum lokalisiert oder in 
der cytoplasmatischen Membran gebunden. Je nach Lokalisation der Enzyme unterscheidet 
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man zwischen nap-Genen (napABCD), die für die periplasmatische Nitrat-Reduktase 
kodieren und den nar-Genen (narG und H), die für die membran-gebundene Nitrat-
Reduktase kodieren. Die Beteiligung der periplasmatischen Nitrat-Reduktase an der 
Denitrifikation war lange Zeit unklar. 
mod. nach Strohm, 2007
Cytoplasm a
Cytoplasm atische
Mem bran
Periplasm a
NAP
2H+ + NO3-
NO2- + H2O
NAR
2H++NO3- NO2-+ H2O
NOR
2NO+2H+ N2O + H2O
2H++N2O
NOS
N2 +H2O
NIR
NO 2- + 2H+
NO + H2O
UQH2
UQ UQH2
UQ
Antiporter
NO3-
NO2-
DH
NADH+H NAD+
Cyt bc1
4H+ 2H+2H+ 2H+
Cyt c550 
und/
oder 
andere 
Redox 
Proteine 
2e-
2e-
2e-1e-
 
Abbildung 2: Schematische Darstellung (mod. nach Strohm et al., 2007) der Anordnung sowie der 
Funktion der Enzyme der Denitrifikation. NAP: periplasmatische Nitrat-Reduktase, NAR: membran-
gebundene Nitrat-Reduktase, NIR: Nitrit-Reduktase, NOR: NO-Reduktase, NOS: N2O-Reduktase, 
UQ/H2: Ubichinon oxidierte/reduzierte Form, DH: NADH Dehydrogenase Komplex, Cytbc1: 
Cytochrom bc1 Komplex und Cyt cb: terminaler oxidase Cytochrom cb-Komplex.  
 
Für den Stamm Pseudomonas sp. G-179 konnte jedoch bewiesen werden, dass die 
periplasmatische Nitrat-Reduktase den ersten Reduktionsschritt der Denitrifikation 
katalysiert (Bedzyk et al., 1999).  
In der weiteren Reduktionskaskade kodieren die Gene nir, nor und nos für die Enzyme 
Nitrit-Reduktase, Stickstoffmonoxid-Reduktase und Distickstoffoxid-Reduktase. Die 
Schlüsselreaktion der Denitrifikation ist die Reduktion von Nitrit zu dem gasförmigen 
Stickstoffmonoxid. Dies ist die erste Reaktion, in der sich die Nitratatmung von der 
Denitrifikation unterscheidet.  
Die Nitrit-Reduktase tritt in zwei Formen auf, die funktionell gleich, jedoch strukturell 
verschieden sind. Während nirK für eine kupfer-abhängige Nitrit-Reduktase kodiert, kodiert 
nirS für die Cytochrom cd1-abhängige Nitrit-Reduktase. Beide Enzyme kommen nicht 
gleichzeitig in derselben Zelle vor, üben jedoch die gleiche physiologische Funktion aus 
(Zumft, 1997). Von den bisher weltweit zusammengetragenen Stämmen überwiegen die 
Cytochrom cd1- gegenüber den kupfer-abhängigen Denitrifikanten (Coyne et al., 1989; 
I. Einleitung 
11 11
Gamble et al., 1977), während letztere eine größere Vielfalt an physiologischen Gruppen 
und Habitaten umfassen (Zumft, 1997). Diese Enzymtypen sind aber nicht auf eine 
phylogenetische Gruppe beschränkt, sondern treten in einer großen Diversität von Bakterien 
auf. Aufgrund der Schlüsselfunktion wird sowohl nirK als auch nirS als funktionelles 
Markergen in molekularbiologischen Ansätzen zur Detektion von Denitrifikanten 
verwendet.   
Die kupfer-abhängige Nitrit-Reduktase (CuNIR) ist ein Homotrimer und im Periplasma 
lokalisiert. Jedes Monomer enthält zwei Kupferatome, Typ I und Typ II. Das Kupferatom 
des Typs I ist im Zentrum an die Aminosäuren Cystein, Methionin und an zwei Histidine 
gebunden und ist Ort des Elektronentransfers. Der Kupfer-Typ II ist die 
Substratbindungsstelle der Nitrit-Reduktase (Libby und Averill, 1992) und ist an drei 
Histidine gebunden. Analysen der enzymatischen Struktur der kupfer-abhängigen Nitrit-
Reduktase bewiesen die Existenz zweier Formen der kupfer-abhängigen Nitrit-Reduktase, I 
und II (Boulanger und Murphy, 2002), wobei die Bakterien die Nitrit-Reduktase I besitzen 
(Jones et al., 2008).  
Die Cytochrom cd1-Nitrit-Reduktase ist ein Homodimer und ebenfalls im Periplasma 
lokalisiert. Das Enzym beinhaltet pro Monomer einen c-typ und einen d-typ Häm-Molekül. 
Während Häm c in der kleineren Domäne lokalisiert und Zentrum für den 
Elektronentransfer ist, liegt Häm d in der größeren Domäne und ist Ort des katalytischen 
Zentrums (Williams et al., 1997).  
Ferner geht aus vorangegangenen Studien hervor (Bremer et al., 2007; Priemé et al., 2002; 
Schwarz, 2002), dass von beiden nir-Typen nur die nirK-Gene aus Bodenproben 
nachgewiesen werden konnten, während nirS nicht amplifizierbar war. Bisher ist nichts über 
die Präferenzen von nirK-und nirS-Denitrifikanten in der Umwelt bekannt (Priemé et al., 
2002). Eine mögliche Erklärung könnte in den verwendeten Primerpaaren liegen. Diese 
könnten nur die Sequenzen amplifizieren, die eine enge phylogenetische Verwandtschaft zu 
den Ursprungssequenzen aufzeigen, mit der die Primer entwickelt wurden (Braker et al., 
2000).  
Die Reduktion des zelltoxischen Stickstoffmonoxids zu Distickstoffoxid wird von dem 
Enzym Stickstoffmonoxid-Reduktase katalysiert, welches durch die nor-Gene kodiert wird. 
Hinsichtlich des Elektronendonors wird zwischen der Cytochrom c (cNOR)- und der 
Chinon-Stickstoffmonoxid-Reduktase (qNOR) unterschieden. Beide Enzyme sind jeweils in 
der cytoplasmatischen Membran gebunden. Sie werden durch die Gene cnor und qnor 
kodiert. Während sich die Stickstoffmonoxid-Reduktasen in ihrer Struktur gleichen, 
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unterscheiden sie sich jedoch in ihrem Vorkommen. So wurde das Gen cnor bisher nur in 
denitrifizierenden Bakterien nachgewiesen, während qnor sowohl in denitrifizierenden als 
auch in nicht-denitrifizierenden Bakterien vorkommt (Braker und Tiedje, 2003).  
Das Enzym der Distickstoffoxid-Reduktase, welches im periplasmatischen Raum lokalisiert 
ist, katalysiert die Reduktion von Distickstoffoxid zu molekularem Stickstoff und wird 
durch das nosZ-Gen kodiert. Dieses Gen tritt nur bei denitrifizierenden Bakterien auf und 
wird ebenfalls verwendet, um Denitrifikanten-spezifische DNA in Umweltproben 
nachzuweisen (Scala und Kerkhof, 1999). Genetisch ist das nosZ-Gen in einem Gencluster 
organisiert, welches mehrere Gene umfasst (nosRZDFYL). Die anderen Gene kodieren für 
Transporter- und Regulationsenzyme.  
Während der Denitrifikationsreduktionsschritte werden Protonen in das Periplasma gepumpt 
und so entlang der cytoplasmatischen Membran ein Protonengradient aufgebaut. Beim 
Rückfluss der Protonen in das Cytoplasma wird durch die ATP-Synthase ATP gebildet. Da 
jeder Reduktionsschritt der Denitrifikation ein Redoxpotential von mehr als 0,35 Volt 
umfasst, ist diese der Sauerstoffreduktion energetisch sehr ähnlich (Shapleigh, 2006). 
 
3. Ökologische Relevanz der Denitrifikation  
 
Die Denitrifikation ist für das Ökosystem von wesentlicher Bedeutung. Auf der einen Seite 
ermöglicht sie die Rückführung von gebundenen Stickstoffverbindungen in Form von 
gasförmigen N2 in die Atmosphäre, auf der anderen Seite trägt das gasförmige 
Zwischenprodukt der Denitrifikation N2O wesentlich zum Treibhauseffekt (Dickinson und 
Cicerone, 1986) und zur Zerstörung der Ozonschicht bei (Crutzen, 1970). Die Wirkung von 
N2O auf den Treibhauseffekt lässt sich gegenüber CO2 mit einem 320-fach höheren 
Treibhauspotential (Global Warming Potential) einordnen (Bothe et al., 2007). Des 
Weiteren kann NO zu NO2 oxidiert werden, welches wiederum zu HNO2 und HNO3 reagiert 
und sauren Regen verursacht. 
In terrestrischen Ökosystemen entsteht N2O hauptsächlich durch mikrobielle Nitrifikation 
und Dentrifikation (van Cleemput, 1998). Durch extensive Stickstoffdüngung auf 
Agrarflächen wird die Denitrifikation gefördert, was einen Anstieg der N2O-Emission zur 
Folge hat (Skiba und Smith, 2000). Der Verlust an Stickstoff durch die Denitrifikation wirkt 
sich einerseits limitierend auf die Primärproduktion von Pflanzen aus, andererseits macht 
man sich ihn in der Wasseraufbereitung zu Nutze. Durch ein duales System mit oxischen 
und anoxischen Bedingungen wird der Stickstoff durch die Nitrifikation oxidiert, während er 
in der nachfolgenden Denitrifikation reduziert wird und als gasförmiges N2 aus dem Wasser 
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entweicht (Schlegel, 1992). Durch die Denitrifikation werden also Stickstoffverbindungen 
zu N2 rezirkuliert, welches von Stickstoff-fixierenden Bakterien wieder umgesetzt werden 
kann. 
Von besonderer Bedeutung ist dies für die Sedimente der Ozeane, die als Stickstoffsenken 
fungieren. Die vom Land ausgewaschenen Stickstoffverbindungen führen zu einer erhöhten 
Stickstoffkonzentration in der Wassersäule und in den Sedimenten (Codispoti und 
Christensen, 1985). Neben der Denitrifikation ist auch der Prozess des Anammox in marinen 
Habitaten an der Freisetzung fixierten Stickstoffverbindungen zu N2 beteiligt (Megonigal et 
al., 2004).  
 
4. Denitrifizierende Gemeinschaften in Umweltproben 
 
Denitrifizierer werden als fakultativ anaerobe Mikroorganismen definiert, die unter 
anoxischen Bedingungen Nitrat oder Nitrit zu Distickstoffmonoxid und molekularem 
Stickstoff reduzieren (Tiedje, 1994). Sie nutzen sowohl organische 
Kohlenstoffverbindungen (organotrophe Denitrifizierer) als auch anorganische 
Verbindungen (chemolitotrophe Denitrifizierer) oder Licht (Megonigal et al., 2004) als 
Energiequellen. Zu den phototrophen Denitrifizierern zählt die Gattung Rhodopseudomonas 
sp., die ihre Energie über Photosynthese gewinnt (Kim et al., 1999).  
Die Fähigkeit der Denitrifikation ist phylogenetisch weit verbreitet (Zumft, 1992a) und 
wurde für mehr als 50 Genera und 130 Spezies beschrieben (Tiedje, 1994). Denitrifikanten 
finden sich außerhalb der Bakterien ebenfalls unter den Archaeaen (Treusch et al., 2005), 
Pilzen (Cathrine und Raghukumar, 2009) und Eukaryonten (Risgaard-Petersen et al., 2006). 
Die phylogenetische Diversität der Denitrifikanten spiegelt sich auch in der Diversität ihrer 
Habitate wider. So wurden Denitrifikanten im Boden, marinen Sedimenten und Süsswasser 
Sedimenten, aber auch in der Abwasseraufbereitung gefunden. Um die denitrifizierende 
Bakteriengemeinschaft eines Habitates bestimmen zu können, wurden in der Vergangenheit 
viele Kultivierungsversuche unternommen, jedoch waren mikroskopisch ermittelte 
Zellzahlen um einige Zehnerpotenzen höher als die wachstumsfähiger Zellen (Amann et al., 
1995). Kultivierungs-abhängige Methoden konnten also im Gegensatz zu 
molekularbiologischen Methoden kein zuverlässiges Abbild der mikrobiellen Gemeinschaft 
liefern. Die Charakterisierung mikrobieller Gemeinschaften eines Habitates beruht deshalb 
häufig auf der phylogenetischen Einordnung der Organismen aufgrund ihres 16S rRNA-
Gens (Ward et al., 1990; Woese, 1987). Neben dem 16S rRNA-Gen werden auch 
funktionelle Gene als phylogenetische Markergene verwendet. Dies gilt vor allem, wenn 
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physiologische Gruppen von Mikroorganismen aufgrund ihrer Diversität nicht anhand des 
16S rRNA-Gens zu gruppieren sind. Hierzu zählen die Denitrifikanten (Zumft, 1992b). In 
vielen Analysen denitrifizierender Gemeinschaften wurden daher anstelle des 16S rRNA-
Gens die funktionellen Gene nirK und nirS verwendet, welche für die Nitrit-Reduktase als 
Schlüsselenzym der Denitrifikation kodieren (Braker et al., 2000; Bremer et al., 2007; Hallin 
und Lindgren, 1999; Henry et al., 2004; Henry et al., 2008; Priemé et al., 2002; Sharma et 
al., 2005; Throbäck et al., 2004; Wolsing und Priemé, 2004; Yan et al., 2003; Yoshie et al., 
2001).  
Diese Analysen denitrifizierender Gemeinschaften anhand des nirK-Gens umfassten diverse 
Habitate wie Böden (Bremer et al., 2007; Henry et al., 2004; Henry et al., 2008; Sharma et 
al., 2005; Throbäck et al., 2004; Wolsing und Priemé, 2004), kontaminierte 
Grundwasserleiter (Yan et al., 2003), Sedimente (Braker et al., 2000), Abwasser (Hallin und 
Lindgren, 1999; Yoshie et al., 2001) und Sumpf (Priemé et al., 2002). Anhand dieser 
phylogenetischen Analysen kann man einen nirK-Stammbaum erstellen. Die nirK-
Sequenzen dieses Stammbaumes gruppieren sich in acht unterschiedliche Cluster (Abb. 5). 
Für die vorliegende Arbeit ist Cluster I von besonderer Bedeutung. Im Gegensatz zu den 
meisten anderen Clustern wird Cluster I von nirK-Sequenzen unkultivierter Organismen aus 
Böden von unterschiedlichen geographischen Standorten dominiert. Bisher gruppiert nur ein 
kultivierter Vertreter, Nitrosomonas sp. TA-921i-NH4, in dieses Cluster. Da die nirK-
Sequenz des Nitrosomonas-Stammes nur entfernt zu den anderen nirK-Sequenzen des 
Clusters gruppiert, war es bisher nicht möglich, die nirK-enthaltenden Denitrifikanten dieses 
Clusters taxonomisch, metabolisch und physiologisch näher beschreiben zu können. Da es 
ohne vorliegende Reinkultur mit molekularbiologischen Methoden allein nicht möglich ist 
Aussagen über die Physiologie, Taxonomie und den Metabolismus zu treffen, ist die 
Methode der Kultivierung von entscheidender Bedeutung (Stott et al., 2008).  
 
5. Kultivierung von Bakterien 
 
Die Kultivierung eines Isolates beruht auf der Bildung einer Population aus einer einzelnen 
Zelle (Overmann, 2006). Die Anzahl bisher kultivierter Bakterien ist verglichen zur Anzahl 
der Gesamtbakterien sehr gering. So konnten nur 0,3% der Gesamtbakterien aus 
Bodenproben kultivieren werden (Torsvik et al., 1990). Deshalb lassen sich zu vielen 
Mikroorganismen, deren Vorkommen auf Basis von 16S rRNA-Gen- oder funktionellen 
Gen-Sequenzen nachgewiesen wurde, keine kultivierten Verwandten zuordnen. Oftmals 
werden aber phylogenetische Cluster von ökologisch relevanten, unkultivierten Bakterien 
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dominiert. Um die Funktion dieser Bakteriengruppen untersuchen zu können, müssen sie als 
Reinkulturen vorliegen. Durch die Entwicklung neuer Kultiverungsmethoden wurde die 
Kultivierung von bislang nicht kultivierten Bakteriengruppen ermöglicht (Heylen et al., 
2006b; Kaeberlein et al., 2002; Keller und Zengler, 2004). Dabei wurden insbesondere 
folgende Parameter variiert: niedrige Nährstoffkonzentrationen (Connon und Giovannoni, 
2002), verschiedene Quellen von Nährstoffen, hohe Verdünnungsstufen des Inokulums 
(Bruns et al., 2003; Gich et al., 2005), verschiedene Vereinzelungsmethoden (Zengler et al., 
2002) und längere Inkubationszeiten (Janssen et al., 2002; Keller und Zengler, 2004). Keller 
und Zengler (2004) und Jansen et al. (2002) konnten mit der Kombination aus 
Minimalmedien und längeren Inkubationszeiten viele neue Bakterienspezies isolieren.  
Bruns et al. (2003) und Gich et al. (2005) verwendeten für ihre Kultivierung eine 
MicroDrop-Technik. Diese Methode hat den Vorteil, dass viele Anreicherungsansätze 
parallel in Mikrotiterplatten inkubiert werden können. Dabei ist die Menge des Inokulums 
mit einem Microdrop-Mikrodispenser einstellbar und kann, nach Angaben des Herstellers, 
bis auf eine Zelle pro Inokulumstropfen minimiert werden. Eine alternative 
Vereinzelungsmethode kombiniert die Einkapselung von Bakterienzellen in Gel-
Mikrotröpfchen und die weitere Kultivierung in einem Durchflusssystem sowie die 
Wachstumsaufzeichnung mittels Durchflusszytometrie (Zengler et al., 2002). Des Weiteren 
wurde ein Platten-Wasch-Verfahren mit anschließender PCR zur Detektion gesuchter 
Phylotypen entwickelt (Stevenson et al., 2004).  
Bisherige Kultivierungsversuche ergaben eine Vielzahl von Denitrifikanten, die viele 
Habitate dominieren (Gamble et al., 1977; Hallin et al., 2007): Pseudomonas sp., Ralstonia 
sp., Alcaligenes sp., Paracoccus sp., Rhodobacter sp., Rubrivivax sp., Thauera sp., 
Burholderia sp., Bacillus sp. und Streptomyces sp.. Unter den Enterobacteriaceae, den 
obligaten Anaeroben und den Gram-positiven Bakterien (außer Bacillus sp.) wurden bisher 
keine Denitrifikanten nachgewiesen. In einer Vielzahl von Studien wurde versucht, bisher 
unkultivierte Denitrifikanten aus verschiedenen Habitaten mit unterschiedlichen 
Kultivierungsmethoden zu kultivieren. Aus folgenden Habitaten konnten bislang 
Denitrifikanten erfolgreich angereichert werden: aus marinen Sedimenten und Wassersäulen 
(Goregues et al., 2005), aus Süßwasser-Sedimenten (Gamble et al., 1977), Belebtschlamm 
(Heylen et al., 2006b; Su et al., 2001), Abwasser (Patureau et al., 2000), Boden (Fries et al., 
1994; Gamble et al., 1977; Hashimoto et al., 2006; Saad und Conrad, 1993), Ackerboden 
(Chenèby et al., 2000; Dandie et al., 2007a; Fries et al., 1994) und Stallmist (Gamble et al., 
1977).  
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Sowohl Fries et al. (1994) als auch Gamble et al. (1977) reicherten Denitrifikanten unter 
anoxischen Bedingungen und unter Zugabe von Kaliumnitrat an. Die Inkubationszeit betrug 
nach Fries et al. (1994) drei und nach Gamble et al. (1977) 14 Tage. Ebenfalls wählten Song 
et al. (2000), Heylen et al. (2006b), Goregues et al. (2005), Hashimoto et al. (2006) und 
Brettar et al. (2001) zweiwöchige anoxische Kultivierungsbedingungen - unter Zugabe von 
Kaliumnitrat - für die Isolierung von Denitrifikanten aus Umweltproben. Bei einem 
Vergleich von verschiedenen Medien und Kultivierungsbedingungen konnten Brettar et al. 
(2001) die größte Diversität an Denitrifikanten mit Nitrat enthaltendem „Nutrient Broth“ 
Medium unter anoxischen Kultiverungsbedingungen erzielen. Dieses Ergebnis wurde durch 
Hashimoto et al. (2006) bestätigt. Nur Oakely et al. (2007) inkubierten Meerwasserfiltrat 
unter oxischen Bedingungen, erhöhten die Inkubationszeit auf acht Monate und isolierten 
damit einen engen Verwandten von Marinobacter maritimus.  
Aus verschiedenen Habitaten wurden also bereits Denitrifikanten isoliert. Die verwendeten 
spezifischen Kultivierungsbedingungen für Denitrifikanten führten dabei jedoch zu Isolaten, 
deren nirK-Sequenzen keine phylogenetische Nähe zu den nirK-Sequenzen des Clusters I 
zeigten. Vielmehr gruppierten diese zu nirK-Sequenzen von anderen, bereits kultivierten 
Denitrifikanten-Stämmen in Cluster II,V, VII und VIII.   
Wie die bereits erwähnten Studien von Keller und Zengler (2004) und Janssen et al. (2006) 
zeigten, können unspezifische Anreicherungen von Mikroorganismen mit niedrigen 
Nährstoffkonzentrationen, längeren Inkubationszeiten und oxischen Inkubations- 
bedingungen zur Kultivierung von bisher unkultivierten Spezies führen. Die unspezifische 
Anreicherung von Mikroorganismen könnte auch innerhalb der Denitrifikanten zur 
Kultivierung der bisher unkultivierten, ökologisch relevanten Mikroorganismen des nirK-
Clusters I führen. Die Methode weist daraufhin, dass unter unspezifischen Bedingungen 
andere physiologische Eigenschaften von den Bakterien gefordert werden als die 
Denitrifikation und diese somit nicht als dominant oder selektiv anzusehen ist.  
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6. Ziele der Arbeit 
 
In einer Vielzahl von molekularbiologischen Studien wurde festgestellt, dass viele nirK-
enthaltende Denitrifikanten aus Böden unterschiedlicher geographischer Standorte in ein 
Cluster (Cluster I) des phylogenetischen nirK-Baumes gruppieren. Trotz der Fülle an 
Sequenzen aus Umweltproben in diesem Cluster konnte bislang nur ein Isolat, 
Nitrosomonas TA-921i-NH4, kultiviert werden, dessen nirK-Sequenz in dieses Cluster 
gruppiert. Aufgrund der entfernten Verwandtschaft des Nitrosomonas-Stammes zu den aus 
Böden stammenden nirK-Sequenzen innerhalb des Clusters waren taxonomische, 
physiologische und metabolische Analysen der Denitrifikanten dieses Cluster daher nur 
begrenzt möglich. Spezielle Anreicherungsversuche für Denitrifikanten ergaben bisher eine 
Vielzahl an Isolaten, die jedoch keine phylogenetische Nähe zu den nirK-Sequenzen des 
Clusters I zeigten.  
In der vorliegenden Arbeit sollten nirK-enthaltende Denitrifikanten aus Cluster I kultiviert 
werden, um dieses näher charakterisieren zu können. Dazu sollten nirK-enthaltende 
Denitrifikanten des phylogenetischen nirK-Clusters I in den beprobten Boden anhand einer 
Klonbibliothek nachgewiesen werden. Anschließend sollten diese unter Laborbedingungen 
durch die Anwendung unspezifischer Kultivierungsmethoden isoliert und ihre 
Wachstumsbedingungen optimiert werden. Die gewonnenen Isolate sollten dann sowohl 
molekularbiologisch als auch mikrobiologisch analysiert werden. Dabei sollten die Isolate 
identifiziert und deren Denitrifikationsgene phylogenetisch analysiert und verglichen 
werden. Ferner sollte die Aktivität dieser Isolate mittels N2O-Messungen nachgewiesen 
werden.  
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II. Material und Methoden 
 
1. Material 
 
1.1 Chemikalien 
 
Die verwendeten Chemikalien wurden, soweit nicht anders erwähnt, von folgenden Firmen 
bezogen:  
- Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg, Deutschland 
- Fluka, Buchs, Schweiz 
- Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
- Merck, Darmstadt, Deutschland 
- MWG Biotech, Ebersberg, Deutschland 
- New England Biolabs GmbH, Frankfurt, Deutschland 
- Promega, Mannheim, Deutschland 
- Qiagen, Hilden, Deutschland 
- Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland 
- Roth, Karlsruhe, Deutschland 
- Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 
- Difco, Detroit, Michigan, USA 
 
Folgende Gase wurden von der Firma Messer-Griesheim (Frankfurt, Deutschland) bezogen: 
N2-ECD, Argon-Methan-5%-Gasgemisch, N2O-(50 ppm)-N2-Gasgemisch, N2O-(400 ppb)-
synthetische Luft Gasgemisch als N2O-Standards und Acetylen. 
 
1.2 Puffer, Lösungen und Medien 
 
Puffer 
(N-Morpholino)-Propansulfonsäure   20,9 g MOPS 
(MOPS)-Puffer 500 mM    100 ml NaOH (1 M) 
pH 7,1  
bei 121°C 30 min autoklaviert 
 
Tris-Acetat-EDTA (TAE)-Puffer  10 × gebrauchsfertig  
pH 8,3  
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Tris-EDTA (TE)-Puffer     10 mM Tris-HCl 
       1 mM EDTA 
       pH 8,0  
 
Auftragspuffer 6 °      50% [w/v] Saccharose  
       0,1% [w/v] Bromphenolblau  
       4 M Harnstoff  
       50 mM EDTA 
 
Neutralisierungpuffer für Blot   0,5 M Tris 
       3 M NaCl 
       auf pH 7,0 einstellen 
 
Waschpuffer für Blot     0,1 M Maleinsäure 
       0,15 M NaCl 
       0,3% [v/v] Tween 20 
       pH 7,5  
 
Maleinsäure Puffer für Blot    0,1 M Maleinsäure 
       0,15 M NaCl  
       pH 7,5  
 
Detektionspuffer für Blot    0,1 M Tris-HCl 
       pH 9,5  
 
Marker für 50 Ansätze je 12,5 µl: 
GibcoBRL® 1 kb-Ladder, 250 µg/µl   25 µl 
  125 µl 6 × Auftragspuffer 
  475 µl H2O 
Lösungen 
 
Lösungen für die Ionenchromatographie zum Nachweis von Nitrat: 
 
Modifier 1 g 4-Hydroxybenzolnitril  
in 100 ml Methanol 
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Eluent       5 mM Na2CO3  
Modifier 1 ml/l 
 
Standard      1 mM NaNO3  
 
Lösung zur Bodensuspension: 
4-fach verdünnte Ringer-Lösung   2,25 g/l NaCl  
(Dunger, 1997)      0,105 g/l KCl  
       0,12 g/l CaCl2 × 6 H2O  
       0,05 g/l NaHCO3  
       pH 7,0 
 
Lösungen zum Dot-Blot Verfahren: 
20 x SSC      3 M NaCl 
       0,3 M Na3Citrat × 2 H2O 
       pH 7,0  
 
Waschlösung 1     2 × SSC 
       0,1% [w/v] SDS 
 
Waschlösung 2     0,5 × SSC 
       0,1% [w/v] SDS 
 
Medien  
Die Medien wurden angesetzt. Der pH-Wert, soweit nicht anders erwähnt, mit HCl und 
NaOH eingestellt und der Ansatz bei 121°C 30 min autoklaviert. 
 
Bodenmedium (Grosser et al., 2000)   2,5 mM NH4NO3  
  1 mM NaNO3  
  0,75 mM Na2SO4 
  4 mM CaSO4 
  0,25 mM K2SO4 
  2 mM MgCl2  
  0,005 mM KH2PO4 
  0,02 mM FeSO4 
  15 mM MOPS  
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  NB (1:10000) [w/v] 
  pH-Wert 7,1  
(für festes Medium wurde 8 g/l Gelrite 
hinzugefügt) 
 
R2A-Medium   0,5 g/l Hefeextrakt  
  0,5 g/l Proteose-Pepton  
  0,5 g/l Casaminosäuren  
  0,5 g/l Glukose 
  0,5 g/l lösliche Stärke  
  0,3 g/l Natrium-Pyruvat  
  0,3 g/l K2HPO4 
  0,05 g/l MgSO4 × 7 H2O 
  0,5 g/l Kaliumnitrat  
pH 7,2  
(für festes Medium wurden 15 g/l Agar 
hinzugefügt) 
 
Hefe-Extrakt-Mannitol (YEM)-Medium   10 g/l Mannit   
   0,5 g/l K2HPO4 
   0,2 g/l MgSO4 x 7 H2O  
   0,1 g/l NaCl  
   0,4 g/l Hefeextrakt  
  pH 7,0  
 
Trypticase soy broth     30 g/l Tryptic Soy Broth 
       pH 7,3 
 
Nutrient Broth (NB) Medium   8,0 g/l Nutrient Broth  
  pH 7,0  
 
Luria-Bertani (LB)-Medium     10 g/l Bacto-Trypton 
   5 g/l Bacto-Hefeextrakt 
       5 g/l NaCl  
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1.3. Verwendete Kits  
 
Wizard SV Gel & PCR Clean-Up System   Promega, Madison, WI, USA 
 
pGEM-T Easy Vector System   Promega, Madison, WI, USA 
 
Wizard DNA Clean-Up System   Promega, Madison, WI, USA 
 
DIG-High Prime DNA Labeling   Roche Applied Science, and Detection 
Starter Kit I      Mannheim, Deutschland 
 
ABI Prism®BIG Dye®    Applied Biosystems, CA, USA 
Terminator v3.1 /v1.1 Cycle Sequencing Kit 
 
FastDNA® SPIN Kit for soil     Bio 101, CA, USA 
 
 
1.4 Mikroorganismen 
 
Folgende Bakterienstämme wurden in der vorliegenden Arbeit verwendet (siehe Tab.1). 
 
Tabelle 1: Verwendete Bakterienstämme. 
 
 Stamm Quelle 
Alcaligenes sp. DSMZ 30128 (Braker und Tiedje, 2003) 
Pseudomonas sp. G-179 (Ye et al., 1993) 
Pseudomonas stutzeri JM 300 (Coyne et al., 1989) 
Bosea sp. PD 19 (Dandie et al., 2007a) 
Bradyrhizobium japonicum DSMZ 1755 (Maier et al., 1978) 
Bradyrhizobium elkanii DSMZ 11554 (Kuykendall et al., 1992) 
Mesorhizobium sp. 4FB11 (Song et al., 2000) 
Devosia limi DSMZ 17137 (Vanparys et al., 2005) 
Opitutus terrae DSMZ 11246 (Chin et al., 2001) 
Bacillus pumilus DSMZ 27 (Seki et al., 1978) 
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1.5 Oligonukleotide  
 
Die aufgelisteten Primer wurden in der Arbeit verwendet (siehe Tab. 2).  
 
Tabelle 2: Oligonukleotide für die Amplifizierung ausgewählter Gene.  
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*forward und reverse Primer werden mit den Buchstaben F und R abgekürzt. 
a Die Positionen beziehen sich auf die napA Gene von Pseudomonas sp. strain S2.14 und  
Paracoccus pantotrophus  
b N =A/C/G/T; Y =C/T; R =A/G; D =G/A/T ; M =A/C H =A/C/T; S =G/C.  
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c Die Primer wurden nach dem Genom Projekt der Datenbank GenBank erstellt 
d Die Positionen beziehen sich auf das narH-Gen von Escherichia coli 
e Die Positionen beziehen sich auf das nirK-Gen von Alcaligenes faecalis S-6 EMBL D13155 und im Falle des 
nirS Gens auf Pseudomonas stutzeri ZoBell EMBL X56813 
f Die Positionen beziehen sich auf beide norB-Gene von Ralstonia eutropha H16 (AF002661) 
g Die Positionen beziehen sich auf das nosZ-Gen beziehen von Pseudomonas stutzeri 
h Die Positionen beziehen sich auf das 16S rRNA-Gen von Escherichia coli K12 DSM498T 
 
2. Methoden 
 
2.1 Bodenparameter 
2.1.1 Probenahme 
 
Für die Kultivierung von Denitrifikanten mit einem neuen nirK-Genotyp wurde der Boden 
einer Lahn-Wiese beprobt (siehe Abb. 3). Der Standort (50° 50´27,37´´N und 8° 
45´39,81´´E) ist eine Weide-Graslandschaft und liegt im Uferbereich des Flusses Lahn in 
unmittelbarer Nähe zum Ort Wehrda am nördlichen Stadtrand von Marburg. Das 
Bodenmaterial wurde am 15.06.2006 in Triplikaten bis zu einer Tiefe von 0 - 10 cm 
entnommen, homogenisiert und auf < 2 mm gesiebt.  
                        
 
Abbildung 3: Standort der Bodenprobenahme, Lahn-Wiese August 2006. 
 
2.1.2 Ionenchromatographische Bestimmung von Nitrat und Nitrit 
Die Bestimmung des Nitrat- und Nitritgehaltes der Bodenproben erfolgte nach Extraktion 
mit 2 M KCl- Lösung in einem Ionenchromatographen-System (siehe Tab. 3; Sykam, 
Fürstenfeldbruck). Die Extraktion wurde nach einem modifizierten Protokoll (Schinner et 
al., 1991) durchgeführt. Statt 10 g Boden wurde eine 5 g Trockensubstanz entsprechende 
Bodenmenge in 20 ml (statt 40 ml) einer 2 M KCl-Lösung eingewogen und 1 h bei 150 
UPM und 4°C geschüttelt. Danach wurde die Lösung durch stickstoffarme Filter (Rundfilter 
2095, Schleicher & Schuell GmbH, Dassel) filtriert und das Filtrat in die 
Wehrda 
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ionenchromatographische Messung eingesetzt. Als Eichstandard wurde 1 mM Nitratlösung 
verwendet. Die Auswertung erfolgte mittels der Software Peak Simple (Version 2.66, SRI 
Inc.). 
 
Tabelle 3: Geräteparameter des Ionenchromatographen. 
 
Säule 6 cm Edelstahlsäule, Ø 4,6 mm; Trägermaterial: Styrol/ Divinobenzol, 10 µm Korngröße; Temperatur: 70°C 
Säulenofen S4110 
HPLC-Pumpe S1121 
Suppressorsystem S4260A + S420B mit Trennsäule, LCA A14; 2,5 cm, Ø 3 mm 
Eluent  5 mM Na2CO3 + Modifier 
Flussrate 1,5 ml min-1 
Detektor Leitfähigkeitsdetektor S3111 UV/vis Detektor (UVIS 204, Linear, USA) 
Reagenzientableau S7121 
Autosampler  S5200 (Schambeck SFD GmbH, Bad Honnef, Deutschland) 
 
2.1.3 Wassergehalt und pH-Wert 
 
Die Bestimmung des Wassergehaltes erfolgte gravimetrisch. Von jeder Bodenprobe wurden 
10 g bzw. 5 g feuchter Boden eingewogen, über Nacht im Trockenschrank bei 105°C bis zur 
Gewichtskonstanz getrocknet und danach erneut gewogen. 
Mit folgender Formel lässt sich der Wassergehalt berechnen: 
 
Wassergehalt [Gew.%] = (Bf – Bt) * Bt-1 * 100 
Bf = Einwaage des feuchten Bodens in g 
Bt = Einwaage des trockenen Bodens in g 
 
Zur Bestimmung des pH-Wertes der Bodenaufschlämmungen in den 
Inkubationsexperimenten wurden die den Inkubationen entsprechenden Bedingungen 
gewählt: Eine 10 g Trockensubstanz entsprechende Bodenmenge wurde eingewogen und 
mit 10 ml Leitungswasser versetzt. Die Aufschlämmungen wurden 2 h bei 25°C stehen 
gelassen und anschließend der pH-Wert mit einer Glaselektrotrode (Mettler TOLEDO, In 
Lab® 427) und pH-Meter (Microprocessor pH-Meter 539, WTW) in der Suspension 
gemessen. 
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2.1.4 Bestimmung des C/N-Gehaltes 
 
Der C/N-Gehalt stellt den Quotienten aus Gesamtkohlenstoff (C-org) und Gesamtstickstoff 
(Nt) dar (Scheffer und Schachtschabel, 1989). Zur Bestimmung des C/N-Gehaltes wurde der 
bei 105°C getrocknete Boden mit einem Mörser zerkleinert und homogenisiert. Der 
Kohlenstoff- und Stickstoffanteil der Bodenproben wurde durch das Routinelabor des 
Fachbereichs Chemie der Philipps-Universität Marburg bestimmt.  
 
2.2 Mikrobiologische Analysen 
2.2.1 Kultivierung von nirK-enthaltenden Denitrifikanten  
 
Die Kultivierung wurde in einem parallelen Ansatz (A, B) mit dem homogenisierten und 
gesiebten Lahn-Wiesenbodenmaterial durchgeführt. Dazu wurden 10 g des Bodens in 90 ml 
Ringerlösung aufgenommen. Diese Bodensuspension diente als erste Verdünnungsstufe 
(10 -1). Die nachfolgenden Verdünnungsstufen dieser Suspension wurden in einem 
Verhältnis von 1:10, bis zu einer Verdünnungsstufe von 10-10 ebenfalls in Ringerlösung 
angesetzt. Aus den Verdünnungsstufen 10-3 bis 10-10 wurden jeweils 100 µl auf 
Bodenmedium (Minimalmedium) ausplattiert und bei 15°C vier Wochen unter oxischen 
Bedingungen inkubiert. Von den Verdünnungsstufen 10-4 bis 10-8 wurden von dem Ansatz A 
und B jeweils 10 Parallelen angesetzt, während fünf Parallelen von den Verdünnungen 10-9- 
10-10 inkubiert wurden. Mit dem Ausstrich von 100 µl auf Festmedium kamen zwei 
Verdünnungsstufen hinzu, sodass die Platten die Endverdünnungen 10-6 bis 10-12 besaßen.   
Als Festigungsmittel des Mediums diente Gelrite. Dieses stellt eine Alternative zu Agar-
Agar dar, mit dem selbst kleinste Kolonien auf dem Medium noch gut erkennbar sind. Die 
sichtbaren Kolonien wurden auf eine frische Festmediumplatte transferiert und diese unter 
denselben Bedingungen wie die Originalplatte inkubiert.  
 
2.2.2 Isolierung und Identifizierung von Denitrifikanten  
 
Zellaufschluss und Screening nach Denitrifikanten  
Alle Kolonien der Endverdünnungsstufen 10-6 bis 10-12 wurden nach potentiellen 
Denitrifikanten durchsucht. Dazu sollte das nirK-Gen von Isolaten mittels PCR mit nirK-
spezifischen Primern nachgewiesen werden. Hierzu wurden die Kolonien einzeln in 50 µl 
aqua bidest. aufgenommen. Der Aufschluss der Zellen erfolgte durch einen dreimaligen 
Gefrier- und Auftauprozess bei –20°C und 100°C für jeweils 3 min. Die aufgeschlossenen 
Zellen wurden als Template (1 µl) in die PCR (Polymerase Chain Reaction) eingesetzt 
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(siehe Kapitel 2.3.2) und das Amplifikat mittels der Agarosegelelektrophorese 
nachgewiesen (siehe Kapitel 2.3.3).  
Die Kolonien, deren DNA ein nirK-Gen aufwies, wurden mit einem Verdünnungsausstrich 
auf Bodenmedium vereinzelt und bis zu vier Wochen bei 15°C unter oxischen Bedingungen 
inkubiert. Mit aufeinander folgenden Verdünnungsausstrichen wurden diese zu einem Isolat 
vereinzelt.  
 
Nachweis und Identifizierung  
Die Reinheit des Ausstriches und der Zellsuspension wurde mit Mikroskopie und 16S 
rRNA-Gen-Sequenzierung überprüft. Um die Reinheit des gesamten Ausstriches 
nachzuweisen, wurden mehrere Kolonien eines Isolates in aqua bidest. vereinigt, die 
amplifizierten 16S rRNA-Genfragmente sequenziert und phylogenetisch analysiert (siehe 
Kapitel 2.3.2 bis 2.4.6).  
Für lichtmikroskopische Untersuchungen wurde das Zellmaterial einer Kolonie in 5 µl 
Ringerlösung resuspendiert. Dieser Ansatz wurde auf einen Objektträger gebracht und 
mikroskopiert (Fluoreszenzmikroskop, Axiophot, Zeiss, Jena). Unter Zugabe von 2 µM des 
4’,6-Diamidin-2’-phenylindoldihydrochlorid (DAPI)-Reagenzes erfolgte das Anfärben der 
Gesamt-DNA der Zellen. Nach einer Inkubationzeit von 5 min schloss sich die 
lichtmikroskopische Analyse an.  
 
Wachstum der Isolate unter anoxischen Bedingungen  
Die zu einem Isolat vereinzelten Kulturen wurden dann unter anoxischen Bedingungen auf 
Bodenmedium kultiviert. Dem Medium wurde dabei 5 mM Kaliumnitrat beigemischt. Die 
Inkubation erfolgte zum einen auf Festmedium, zum anderen in Flüssigmedien. Die Isolate 
wurden auf Festmedium ausgestrichen und die Platten in Anaeroben-Töpfen gestellt 
(Werkstatt Max-Planck Institut für terrestrische Mikrobiologie, Eigenbau, Marburg). Die 
sauerstofffreie Atmosphäre im Topf wurde durch Anaerocult Platten (Anaerocult® A, 
Merck, Darmstadt, Deutschland) erzeugt und mit Indikatorstäbchen (Anaerotest® Merck, 
Darmstadt, Deutschland) angezeigt. Zusätzlich wurde in den Töpfen ein Überdruck mit N2 
von 0,3 bar angelegt. Die Kulturen wurden sechs Wochen bei 25°C inkubiert.  
Die Kultivierung in Flüssigmedium (dasselbe Medium ohne Gelrite) erfolgte unter 
anoxischen Bedingungen in 120 ml Serumflaschen. Diese wurden mit 30 ml Medium befüllt 
und mit einem Butylstopfen, der durch eine Alukappe abgedichtet war, verschlossen. Um 
den Sauerstoff aus dem Medium und der Gasphase zu treiben, wurde das Flüssigmedium bei 
0,5 bar 10 min mit N2 durchgast und ein Überdruck von 0,3 bar angelegt. Die so 
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vorbehandelten Flaschen wurden bei 121°C 30 min autoklaviert, bevor sie mit dem nirK-
enthaltenden Isolat angeimpft wurden und vier Wochen bei 25°C inkubierten. Aus diesen 
Kulturen stammte das Inokulum im folgenden Optimierungsversuch.  
 
2.2.3 Optimierung der Wachstumsbedingungen 
 
Um die Denitrifikationseigenschaften der Isolate untersuchen zu können, mussten die 
Wachstumsbedingungen unter anoxischen Verhältnissen optimiert werden.  
Die Isolate 205, 373 und 484 wurden ebenfalls in den Versuchsansatz einbezogen und 
zusätzlich unter oxischen Bedingungen in den Flüssigmedien bei 25°C inkubiert.  
Unter Verwendung verschiedener Medien und Inkubationstemperaturen sollte das 
Wachstum der nirK-enthaltenden Isolate optimiert werden. Die Inkubationen erfolgten in 
120 ml Serumflaschen mit 30 ml R2A-, YEM- und Bodenmedium, welchen zusätzlich 5 
mM KNO3 hinzugefügt wurden. Für das Isolat 205 wurde zusätzlich TSB-Medium 
(Trypticase soy Broth) hergestellt. Die Medien wurden bei 0,3 bar 10 min mit N2 durchspült 
und anschließend wurde ein Überdruck von 0,3 bar eingestellt. Dann wurden sie mit 1-3 ml 
Vorkultur in Triplikaten angeimpft und bei 25°C unter Schütteln (100 rpm) bis zu 50 Tage 
inkubiert. Die Isolate 205, 373 und 484, für die keine Flüssigkultur vorlag, wurden mit 
Kolonien der bewachsenen Gelriteplatten angeimpft.   
Das Wachstum der Isolate wurde mit dem Wachstum verschiedener Referenzstämme 
verglichen. Die Isolate 469, 406, 467 und 471 wurden mit Bradyrhizobium japonicum 
verglichen, da dieser der bisher einzige Vertreter der Gattung Bradyrhizobium ist, bei dem 
eine vollständige Denitrifikation sowohl auf genomischer als auch auf funktioneller Ebene 
nachgewiesen wurde. Dem Isolat 187 diente der Stamm Bosea PD19, den Isolaten 373 und 
484 der Stamm Mesorhizobium 4FB11 und dem Isolat 205 die Spezies Devosia limi, als 
Referenz. Alle Referenzstämme wurden ebenfalls unter anoxischen Bedingungen auf R2A-
Medium (im Falle von B. japonicum und Bosea PD 19), YEM (im Falle von Mesorhizobium 
4FB11) und TSB (im Falle des Devosia limi) kultiviert.  
Die Optimierung der Inkubationstemperatur erfolgte im jeweils präferierten Medium (siehe 
Tab. 4) für 15 (187, 373, 406, 469, 484) bzw. 22 Tage (406) bei 15°C, 20°C, 25°C, 30°C 
und 37°C. Während die Isolate 187, 406, 467, 469 und 471 unter anoxischen Bedingungen 
inkubierten, wurde die optimale Wachstumstemperatur der Isolate 373 und 484 unter 
oxischen Bedingungen gemessen. Die Ansätze wurden während der Inkubation nicht 
geschüttelt. Das Wachstum wurde mittels eines Spektralphotometers (Hitachi, U-100 
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Spektrophotometer) bei einer optischen Dichte von 578 nm verfolgt. Des Weiteren wurde 
der Verbrauch an Nitrat mittels Indikator-Teststäbchen verfolgt.  
 
Tabelle 4: Isolate und deren bevorzugte Medien.  
 
Isolat Medium 
187 R2A 
373  YEM 
406 YEM 
467 R2A 
469 YEM 
471 R2A 
484 YEM 
 
Wachstum der Isolate unter oxischen Bedingungen  
Das Wachstumsverhalten der Isolate 187, 406, 467, 469 und 471 wurde ebenfalls in 50 ml 
des präferiertem Flüssigmediums unter oxischen Bedingungen ermittelt.  
Als Inokulum diente 1 bis 3 ml einer Vorkultur mit einer OD578nm von 0,01. Die 
verschiedenen Ansätze wurden bei einer Inkubationstemperatur von 25°C (187, 406, 467, 
469, 471) und 30°C (373 und 484) geschüttelt und bis zu 12 Tagen inkubiert.  
 
2.3 Molekularbiologische Analysen 
2.3.1 DNA-Extraktion aus Reinkulturen und Bodenproben 
 
Für die Extraktion der Nukleinsäuren aus Reinkulturen wurden 2 ml Kultur abgenommen 
und bei 14000 rpm (Tischzentrifuge 5417R, Eppendorf, Deutschland) 10 min zentrifugiert. 
Das Pellet wurde in 500 µl aqua.bidest. resuspendiert und zu 0,5 g Glasbeads (Ø 0,17-0,18 
mm, B. Braun Biotech Int. GmbH, Melsungen) gegeben. Der Zellaufschluß erfolgte 
mechanisch mittels einer Zellmühle (Fast-Prep® -24, Firma MP Biomedicals, Heidelberg, 
Deutschland). Die Zellen wurden zwei Mal für 45 sec bei 6,5 m/s geschüttelt und 
zwischenzeitlich 1 min auf Eis gekühlt. Durch einen anschließenden Zentrifugationsschritt 
(14000 rpm 5 min, 4°C) wurde die DNA im Überstand von den Zellresten im Pellet 
getrennt. Der Überstand wurde in einem Eppendorfgefäß aufgefangen und das Pellet 
verworfen. Die Reinigung der DNA von Proteinen erfolgte mit dem Wizard® DNA Clean-
up Kit (Promega, Mannheim, Deutschland) nach den Angaben des Herstellers. Dabei wurde 
die DNA an eine Matrix gebunden, mit 80% Isopropanol gewaschen und mit reinstem 
Sigma®-Wasser eluiert.  
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Die Extraktion von genomischer DNA aus Bodenproben erfolgte mit 0,5 g Bodenmaterial 
und dem Fast®DNA SPIN Kit for soil (BIO 101, CA, USA). Die DNA wurde nach Angaben 
des Herstellers extrahiert.  
Die Konzentration und die Reinheit der extrahierten DNA wurden spektralphotometrisch bei 
einer Wellenlänge von 260 und 280 nm ermittelt (NanoDrop® ND-1000 UV/VIS-
Spektralphotometer, Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland). 
 
2.3.2 Amplifizierung spezieller Gene 
 
Mit Hilfe spezifischer Primer (siehe Tab. 2) wurden phylogenetische Markergene (16S 
rRNA) und funktionelle Gene (der Nitrat-Reduktase, der Nitrit-Reduktase, der 
Stickstoffmonoxid-Reduktase und der Distickstoffoxid-Reduktase) während der PCR 
vervielfältigt. Als Probe wurden aufgeschlossene Zellen, extrahierte genomische DNA der 
Isolate oder die extrahierte DNA aus Bodenproben eingesetzt. Jeder Probensatz enthielt 
neben den Proben auch jeweils eine Positiv- und eine Negativkontrolle (ohne DNA). Die 
Positivkontrolle bestand aus DNA eines Bakterienstammes mit dem zu amplifizierenden 
Zielgen (siehe Tab. 5). 
Die PCR wurde in den Geräten GeneAmp 9700 Thermocycler (Applied Biosystems, CA, 
USA) oder im Falle der nirK-PCR im PCR-Cycler Primus 96plus (MWG Biotech, Ebersberg, 
Deutschland) durchgeführt. Je nach verwendeten Primerpaaren (siehe Tab. 2) wurden 
unterschiedliche Reaktionsgemische angesetzt (siehe Tab. 6). 
 
Tabelle 5: Positivkontrollen und das jeweilige zu amplifizierende Zielgen. 
 
Stamm Zielgen 
Pseudomonas sp. G-179 nirK, napA 
Alcaligenes sp. qnorB 
Pseudomonas stutzeri JM300 narG, narH, nirS, cnorB, nosZ 
 
Mit Ausnahme der Klon-PCR und Klon-Screening-PCR wurden für alle Reaktionen die 
RedAccu Taq (Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) und das Protokoll nach Bremer et 
al. (2007) verwendet. Sowohl für die Klon-PCR als auch für die Klon-Screeining PCR 
wurde Taq-DNA-Polymerase von Invitrogen (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) 
eingesetzt. 
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Tabelle 6: Pipettierschema der PCR-Mixtur. 
 
Lösung Bremer et al. (2007) Klone Screnning Klon 
Puffer [10 °] 2,50 µl 1,25 µl 5,0 µl 
dNTPs [je 200 µM] 1,00 µl 0,25 µl 1,0 µl 
Forward-Primer [10 pmol µl-1] 2,00 µl 0,3 µl 1,2 µl 
Reverse-Primer [10 pmol µl-1] 2,00 µl 0,3 µl 1,2 µl 
BSA [400 ng µl-1] 2,50 µl - - 
Taq-Polymerase [1,25 U µl-1] 1,25 µl 0,1 µl 0,4 µl 
MgCl2 - 0,375 µl - 
Mit PCR Wasser aufgefüllt ad 24,00 µl 10,0 µl ad 50,0 µl
DNA-Template 1 µl   
 
Im Folgenden werden die verschiedenen PCR-Programme zusammengefasst (siehe Tab. 7), 
wobei der Hot-Start (95°C 3 bis 5 min) und die Extension-Temperatur (72°C 8 min) bei 
allen Programmen nicht verändert wurden (außer für napA, hier galt: 70°C für 4 min als 
Hot-Start- und 8 min bei 72°C für die Extension-Temperatur). Die PCR-Programme wurden 
von den Autoren der jeweiligen Primerkombinationen (siehe Tab. 2) modifiziert 
übernommen.  
Im Gegensatz zu den anderen Protokollen beruht die nap-PCR auf einer nested-PCR. Hier 
wurde das PCR-Produkt des Primerpaares Nap V16 und V17 als Template in einer 
folgenden PCR mit Primerpaar Nap V66 und V67 eingesetzt.  
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Tabelle 7: PCR-Programme. 
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2.3.3 Nachweis der PCR-Amplifikate mittels Agarosegelelektrophorese 
 
Die PCR-Produkte wurden auf ein 1,5% (wt/vol) Agarosegel aufgetragen und mit 1 ° TAE-
Laufpuffer bei 120 Volt für 45 min elektrophoretisch getrennt. Um die Größe der Banden 
einer Basenpaargröße zuordnen zu können, wurde ein Längenstandard (1 Kb-Ladder, 
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Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) mit definierten Größen zusätzlich auf das Gel 
aufgetragen. Das Gel wurde nach der Trennung der Fragmente in einem Ethidiumbromidbad 
(0,5 mg l-1) gefärbt und fotografiert (INTAS, Gel Jet Imager, Göttingen). 
 
2.3.4 Reinigung der PCR-Produkte 
 
Die Reinigung amplifizierter Produkte erfolgte mit dem Wizard SV Gel and PCR Clean-Up 
System (Promega, Madison, WI, USA) nach Angaben des Herstellers. Waren neben dem 
erwarteten Amplifikat auch PCR-Produkte anderer Basenpaarlängen amplifiziert worden, so 
wurde die Bande der erwarteten Größe aus dem Agarosegel ausgeschnitten und ebenfalls 
mit dem oben genannten Kit nach den Angaben des Herstellers eluiert. 
 
2.3.5 Sequenzierung  
 
Die verwendete DNA-Sequenzierungsmethode beruht auf dem Prinzip des Kettenabbruchs 
nach Sanger (Sanger et al., 1977). Das Reaktionsgemisch enthält vier verschiedene 5`-
fluorenszenzmarkierte Didesoxyribonukleosidtriphosphate. Diese führen zum Abbruch der 
Polymeraseaktivität, wodurch verschieden lange 3`-fluoreszenzmarkierte DNA-Fragmente 
entstehen. Vor der Sequenzierungsreaktion wird das zu sequenzierende Fragment mit 
spezifischen Primern amplifiziert (siehe Tab. 2 und 7) und danach aufgereinigt. Für die 
Sequenzierreaktion wurden spezifische Primer (für nirK: nirK1F, nirK5R; für 16S: 8F und 
1405R und für die Inserts: T7, M13), gereinigtes PCR-Produkt und Big-Dye terminator kit 
version 3.1 (Applied Biosystems, CA, USA) nach den Angaben des Herstellers in eine 
„Cyclesequencing“ Reaktion eingesetzt (siehe Tab. 8) und lief nach dem Cyclesequencing 
Programm ab (siehe Tab. 7). Anschließend wurden die restlichen Salze mit Autoseq G-50 
Säulchen (Amersham-Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland) entfernt und das Eluat 
unter Vakuum in der SpeedVac (Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland) getrocknet. 
Die Analyse der Proben erfolgte mit dem automatischen Sequencer ABI 3130 (Applied 
Biosystems). Es wurden sowohl klonierte Fragmente, wie im Falle der nirK-Klonbibliothek, 
als auch direkt PCR-Produkte sequenziert, die von der genomischen DNA der Isolate 
amplifiziert worden waren. 
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Tabelle 8: Protokoll zur Cyclesequenzing Reaktion.  
 
 
Lösung Konzentration
Big Dye-Mix  2,0 µl 
Puffer 3,0 µl 
Primer [10 pmol µl-1] 1,5 µl 
DNA-Template 100 ng 
PCR Wasser ad 20 µl 
 
2.3.6 Phylogenetische Analyse der 16S rRNA-Gen-Sequenzen und der funktionellen 
Denitrifikationsgene  
 
Die aus der Sequenzierung hervorgehenden Rohsequenzdaten wurden mit dem Computer 
Programm Seqman II (DNASTAR, Madison, Wisconsin, USA) weiterbearbeitet. Die 
Sequenzabschnitte, die in beide Richtungen sequenziert oder die aufgrund ihrer Länge 
abschnittsweise sequenziert worden waren, wurden zusammengesetzt. Die Amplifizierung 
und Sequenzierung der funktionellen- und 16S rRNA-Genfragmente diente der 
phylogenetischen Einordnung und Identifizierung des Bakteriums. Grundlage für die 
phylogenetische Analyse war die vergleichende Sequenzanalyse. Der erste Abgleich mit 
bekannten Sequenzen erfolgte anhand der öffentlich verfügbaren Datenbanken durch das 
Programm „BLAST“ (http://www.ncbi.nlm.nih.gov./blast/). Mittels der ARB-Software 
(Ludwig et al., 2004) erfolgte anschließend die genauere phylogenetische Einordnung. In 
ARB wurden Datenbanken für die proteinkodierenden Gene nirK, cnorB und nosZ genutzt, 
die alle zu diesem Zeitpunkt öffentlich verfügbaren Sequenzen enthielten. Zur 
phylogenetischen Zuordnung der denitrifizierenden Isolate wurde eine 16S rRNA-Gen-
Datenbank genutzt.  
Die Sequenzen wurden in das Programm geladen und mit der integrierten „FAST-Aligner“-
Funktion anhand von schon vorhandenen Sequenzen in ein Alignment gebracht. Die DNA-
Sequenzen der proteinkodierenden Gene wurden dann in ein Aminosäure-Alignment 
umgeschrieben und phylogenetische Bäume berechnet. Unter Verwendung des Neighbour-
Joining Algorithmus wurden die aufgearbeiteten Sequenzdaten in den Gesamtbaum der 
ARB-Datenbank eingebracht und ein vorläufiger Stammbaum erstellt. Die hoch variablen 
Regionen innerhalb des 16S rRNA-Gens wurden durch die Verwendung von Filtern, die mit 
der ARB-Software zur Verfügung gestellten wurden, von der phylogenetischen Analyse 
ausgeschlossen. Von diesem wurden dann Sequenzen ausgewählt und ein abschließender 
Stammbaum berechnet.  
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2.3.7 Erstellung der nirK-Klonbibliotheken aus Lahn-Wiesenbodenproben 
 
Eine nirK-Klonbibliothek wurde angelegt, um das Vorkommen von nirK-enthaltenden 
Denitrifikanten im untersuchten Lahn-Wiesenboden belegen und die phylogenetische 
Diversität dieses Gens an diesem Standort untersuchen zu können. Die Erstellung der 
Klonbibliothek beruhte auf der Amplifizierung des nirK-Gens von der extrahierten DNA des 
beprobten Bodens. Für die Klonierung wurden nur PCR-Produkte verwandt, die mit einer 
Taq-DNA Polymerase ohne Proof-reading Aktivität amplifiziert worden waren (Moltaq, 
Molzym, Bremen, Deutschland oder Taq-DNA Polymerase, Sigma, Saint Louis, MS, USA), 
da für eine erfolgreiche Klonierung ein A-Überhang nötig ist, der nur mit einer solchen 
gewährleistet wird. Die nirK-Amplifikate wurden durch die Klonierung in einzelne 
Plasmide eingebaut. So war es möglich den Pool von Amplifikaten voneinander zu trennen. 
Die PCR-Produkte wurden mit dem pGEMT® and pGEM®-T Easy Vektor Systems-Kit 
(Promega, Madison, WI, USA) nach den Angaben des Herstellers kloniert. Die 
transformierten Zellen wurden auf Luria-Bertani(LB)-Ampicillin-X-Gal-Agarplatten 
ausplattiert, über Nacht bei 37°C inkubiert und positive Kolonien (Blau-Weiss Selektion) 
auf eine Masterplatte überimpft. Nur die Klone wurden sequenziert, die ein Insert mit der 
gesuchten Basenpaargröße aufwiesen. Um dieses sequenzieren zu können, wurde das Insert 
mit Hilfe der T7 und M13 Primer des Vektors amplifiziert (PCR-Programm siehe Tab. 6). 
Der Ansatz dieser Kolonie-PCR wurde nach den Angaben in Tabelle 6 hergestellt.  
 
2.3.8 Erfassung von Denitrifikationsgenen mittels Dot-Blot  
 
Einige Denitrifikationsgene der Isolate konnten mittels der PCR nicht amplifiziert werden. 
Um das Fehlen dieser Gene zu bestätigen, wurde die Methode des Blottens angewandt. Hier 
werden anstelle kurzer Primersequenzen eine markierte Sonde, die die gesamte Länge des 
gesuchten Genabschnitts umfasst, verwendet. Damit ist der Bindungsbereich an die DNA 
größer und eine Hybridisierung zwischen Sonde und Zielgen wahrscheinlicher. Um dies zu 
veranschaulichen, wurde die Dot-Blot Methode angewandt. Das gesamte Protokoll wurde 
mit Hilfe des DIG-High Primer DNA labeling and Detection Starter Kit (Roche, Applied 
Science, Mannheim, Deutschland) nach den Angaben des Herstellers durchgeführt.  
 
Erstellung der Sonde 
Das Dot-Blot Verfahren wurde sowohl mit einer nosZ- als auch mit einer norB-Sonde 
durchgeführt. Als nosZ-Sonde wurde das nosZ-Amplifikat des Isolates 467 eingesetzt, 
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während als norB-Sonde das norB-Amplifikat des Organismus Pseudomonas stutzeri JM 
300 verwendet wurde.  
Zur Herstellung der Sonde wurde das gesuchte Genfragment (norB und nosZ) amplifiziert, 
über Gelextraktion gereinigt und die Nukleotid-Konzentration bestimmt. Das dabei 
verwendete Verfahren basiert auf der Methode der „random primed“ DNA Markierung 
(Feinberg und Vogelstein, 1983). Diese Markierungs-Methode beruht auf den Einbau von 
Digoxygenin markierten dUTPs mittels random Primer und Klenow Enzym, die alle im 
Reaktionsgemisch 1 des Kits enthalten sind. 
Zur Markierung der Sonde wurde DNA in einer Konzentration von 100 – 300 ng in 16 µl 
aqua bidest. durch 10 minütiges Erhitzen denaturiert, anschließend 4 µl des Reagenz 1 (50 
µl eines 5 x konzentrierten Markierungsmix mit Random Primer, DIG-dUTPs, Klenow 
Enzymen und Puffer) addiert und bei 37°C inkubiert. Nach 20 Stunden wurde die Reaktion 
durch 10 min Erhitzen auf 65°C gestoppt. Die Effizienz der Sonde wurde vor dem Versuch 
nach Angaben des Herstellers getestet.  
 
Dot-Blot Verfahren  
Die DNA wurde in einer Konzentration von 200 ng auf die Membran (Amersham 
Hybond™-N+, GE Healthcare, Freiburg, Deutschland) gespottet und durch Backen für 30 
min bei 120°C an die Membran gebunden. Anschließend wurde die Membran für 30 min bei 
55°C mit vorgewärmten DIG-Easy Hyb prähybridisiert. Für die Hybridisierung wurde die 
Sonde bei 100°C für 5 min denaturiert und sofort auf Eis gestellt, bevor sie auf die Membran 
gegeben wurde. Die Menge der einzusetzenden Sonde ist abhängig von der Größe der 
Membran. Bei einer Größe der Nylonmembran von 100 cm² wurden 3,5 ml der DIG-Easy 
Hyb-Lösung (Kit) eingesetzt. Je Milliliter DIG-Easy Hyb wurden 25 ng der DIG-markierten 
Sonde darin gelöst. Die Größe der Nylonnmembran betrug für die Dot-Blot Versuche ca. 5 
× 2 cm, die mit einer Sondenkonzentration (DIG markierte DNA-Konzentration) von 21,87 
ng/ml hybridisiert wurden. Die Membran wurde über Nacht bei 55°C im 
Hybridisierungsofen mit der Hybridisierungslösung inkubiert. Die Hybridisierungs-
temperatur richtet sich nach der prozentualen Homologie zwischen der Sonde und Zielgen. 
Nach den Angaben des Herstellers gilt folgende Gleichung: 
Tm = 49,82 + 0,41 (% G+C) – (600/l)   [l = Länge des Hybrids in Basenpaaren] 
Topt.= Tm – 20 bis 25°C 
Topt. entspricht der stringenten Hybridisierung bei der bis zu 18% Fehlpaarungen 
(Mismatches) auftreten können. Wenn der Grad der Homologie von Sonde und Zielgen 
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weniger als 80% beträgt, sollte die Hybridisierungstemperatur reduziert werden. Hier gilt: 
1% weniger Stringenz entspricht einer Temperaturreduktion von 0,5°C. Die 
Hybridisierungstemperatur entspricht der Temperatur des Posthybridisierung-
Waschschrittes mit SSC. Diese Waschschritte erfolgten erst 2 × 5 min bei Raumtemperatur 
in 2 × SSC, 0,1% SDS und anschließend 2 × 15 min bei 55,5°C in 0,5 × SCC, 0,1% SDS. 
Die Detektion wurde dann nach den Angaben des Herstellers (DIG High Prime DNA 
labeling and detection starter Kit I) durchgeführt.  
Eine erfolgreiche Hybridisierung zwischen Sonde und Zielgen ist in Form eines bläulichen 
Punktes auf dem Filter erkennbar. Zeigt sich die Farbreaktion nicht, auch nicht bei 
geringerer Stringenz der Hybridisierung, so ist davon auszugehen, dass das Zielgen auf der 
DNA eines Organismus nicht vorhanden ist. Als Hybridsierungs- und Waschbedingungen 
wurde eine Temperatur von 55,5°C eingestellt, die einer Stringenz von 75% entspricht.  
 
2.3.9 Recognition of Individual genes fluorescence in situ hybridization (RING-FISH) 
 
Die recognition of individual genes fluorescence in situ hybridisation (RING-FISH) 
Methode kann angewandt werden, um mikroskopisch das Vorkommen von nirK-
enthaltenden Isolaten aus dem phylogenetischen nirK-Cluster I darstellen zu können. Dazu 
wurde die Methode mit vier Isolaten der vorliegenden Arbeit (187, 406, 467, und 469) 
durchgeführt.  
Die Grundlage bildete die Herstellung zweier nirK-Sonden. Die eine war spezifisch für das 
nirK-Cluster I, während die andere nirK-Sequenzen aus dem nirK-Cluster VII (siehe Abb. 
5) anzeigen sollte. Für das nirK-Cluster I wurde die Sonde anhand des nirK-Genfragmentes 
des Isolates 467 mittels in vitro Transkription erstellt. Die Sonde des nirK-Clusters VII 
wurde anhand des nirK-Genfragmentes des Isolates 205 erstellt. Die Markierung der Sonden 
wurde mit fluoreszenzmarkierten Antikörper Anti-Digoxigenin-Fluoreszein und 
Streptavidin-Cy3 durchgeführt. Die Hybridisierung der Sonde fand mit zuvor fixierten 
Zellen statt. Die anschließende Detektion der Sonden erfolgte mittels den 
fluoreszenzfarbstoffgekoppelten Konjugaten Digoxigenin und Biotin, wobei Digoxogenin 
Anti-DIG-Fluoreszin und Biotin Cy3-Streptavidin detektierte. Die Sonde hybridisiert bei 
RING-FISH sowohl mit dem Zielgen als auch mit sich selbst. Dadurch entsteht ein 
Netzwerk, welches sich um die nirK-enthaltende Zelle legt und als Ring lichtmikroskopisch 
erkennbar wird.   
Die Anwendung des Protokolls (Pratscher et al., 2009) wurde von Jennifer Pratscher 
durchgeführt.   
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2.4 Messung der Denitrifikationsaktivität der nirK-enthaltenden Isolate  
2.4.1 Umsatz von NO3- zu N2O 
 
Zur Messung des Umsatzes von NO3- zu N2O wurden die Isolate in 30 ml des jeweils 
bevorzugten Mediums (siehe Tab. 4) in Triplikaten angeimpft. Die Medien wurden, wie 
unter 2.2.2. beschrieben, mit N2 durchgast und anschließend autoklaviert. Das Inokulum 
entsprach jeweils einer optischen Dichte von 0,01. Den angeimpften Medien wurde 
Acetylen hinzugegeben, um die enzymatische Reduktion von N2O zu N2 zu hemmen. 
Dadurch kam es zu einer Akkumulation von N2O, das dann gemessen werden konnte 
(Ryden et al., 1979; Yoshinari et al., 1977). Das hinzugefügte Volumen an Acetylen 
entsprach 10% der Gasphase in den Serumflaschen, die entsprechende Menge wurde zuvor 
aus der Gasphase entnommen. 
Die Messung von N2O erfolgte durch einem Gaschromatograph mit ECD (engl. electron 
capture detector)-Detektor der Firma Carlo Erba Instruments (GC 8000, siehe Tab. 9). Vor 
der Entnahme einer Gasprobe wurden die Serumflaschen kurz von Hand geschwenkt, um 
ein Gleichgewicht zwischen der wässrigen und der Gasphase zu erhalten. Die Entnahme der 
Gasproben erfolgte mit 0,5 ml Pressure-Luer-Lok-Spritzen® (VICI, Baton Rouge, Louisana, 
USA), die zuvor durch mehrfaches Aufziehen mit N2 gespült wurden. Vor jeder Messung 
wurde eine Eichgerade erstellt, indem 0,05 ml; 0,1 ml; 0,25 ml und 0,5 ml Eichgas (50,9 
ppm und 390 ppb) injiziert wurden.  
Bei Anwesenheit von Acetylen in den Gasproben musste der Säulenofen zwischen den 
Messschritten für eine halbe Stunde auf 70°C aufgeheizt werden, um auf der Säule 
verbleibendes Acetylen zu entfernen. 
Die Auswertung der Daten erfolgte mittels Computer mit der Software Peak Simple 
(Version 2.66, SRI Instruments, Torrence, USA). 
 
Tabelle 9: Geräteparameter des Gaschromatographen GC-ECD. 
 
Säule 
4 m Edelstahlsäule, Ø 1/8’’ 
Füllmaterial: Hay Sep® N, 75cc, mesh 80/100 
Vorsäule: Natron auf festem Träger zur CO2-Adsorption 
Trägergas ECD-Stickstoff; Make-up-Gas: 5% CH4 in Argon 
Detektor ECD; 63 Ni 
Temperatur 
Injektor: 60°C 
Ofen: 50°C 
Detektorbasis: 300°C 
Detektor: 350°C 
Strom 1,8 nA 
Attenuation 20 
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2.4.2 Berechnungen der N2O-Freisetzungen 
 
Zur Berechnung der freigesetzten N2O-Mengen bzw. der Umsetzung des eingesetzten 
Nitrats wurden die gemessenen Konzentrationen [ppm] in Stoffmenge [mmol] nach 
folgender Gleichung umgerechnet:  
 
 
 
 
n = Stoffmenge [mol] 
p = Partialdruck des gemessenen Gases in [bar] (1 ppmv = 10-6 bar) 
V = Volumen des Gasraumes im Reaktionsgefäß [l]  
(Volumen der Gasphase [l] + Volumen der Flüssigphase [l] x Bunsenkoeffizient α) 
R = allgemeine Gaskonstante (0,083144 [l bar K-1 mol-1]) 
T: Temperatur [K] 
 
Die gebildete Stoffmenge N2O wurde auf die eingesetzte Stoffmenge von NO3- bezogen und 
die Umsetzung des NO3- in N2O in Prozent berechnet. 
 
n =   
p × V 
R × T 
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III. Ergebnisse 
 
1. Wahl des Habitates  
 
In vorangegangenen Untersuchungen der Arbeitsgruppe um Prof. Overmann (Frederic Gich, 
LMU München) wurden Mikroorganismen aus alpinem Wiesenboden und Waldboden in 
Minimalmedium angereichert (Overmann, persönliche Mitteilung, 2005). Die DNA von 280 
Anreicherungen wurde isoliert und eine Amplifizierung mit nirK-spezifischen Primern 
vollzogen. Eine anschließende Sequenzierung der nirK-Genfragmente ergab für 14 der 280 
(6,1%) Anreicherungen eine nirK-Sequenz. Diese stammten aus Wiesenbodenproben, 
während nur drei nirK-Sequenzen in Anreicherungen aus Waldbodenproben nachgewiesen 
worden waren. Aufgrund dieses Ergebnisses wurde im folgenden Versuchsaufbau 
Wiesenboden als Probenmaterial dem Waldboden vorgezogen.  
 
2. Bodenparameter 
 
Die verwendeten Bodenproben stammen von einer Überflutungs- und Weidefläche des 
Flusses Lahn (50° 50´27,37´´N und 8° 45´39,81´´E; siehe Abb. 4), die als Aue 
charakterisiert wurde (Bodenkarte Maßstab 1:50 000 des Blattes Marburg). Der Bodentyp ist 
als Vega mit der Spezialisierung Gley-Vega anzusprechen. Die Bodenformen schwanken 
maßstabs-bedingt zwischen Auenschluff und Auenton. Da die Probenentnahme nur die 
ersten zehn Zentimeter betraf, ist davon auszugehen, dass es sich bei dem Bodenmaterial um 
Proben aus dem mit Humus angereicherten Ah-Horizont handelt.  
Der Boden des Standortes wies einen leicht sauren pH-Wert von 5,19 auf. Der Wassergehalt 
dieser Bodenprobe betrug 15%. Der Anteil des Stickstoffs in der Bodentrockenmasse belief 
sich auf 0,31% und der des Kohlenstoffs auf 3,19%, was einem C/N Verhältnis von 10,6 : 1 
entspricht. Die Konzentration an Nitrat in 5 g Boden belief sich auf 4,01 mM, während die 
Nitritkonzentration mit 17,14 mM bestimmt wurde.  
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Abbildung 4: Ort der Probenentnahme (Google Earth, 2008). 
 
3. nirK-Klonbibliothek aus Lahn-Wiesenbodenproben 
 
Im beprobten Lahn-Wiesenboden wurde das Vorkommen von nirK-enthaltenden 
Mikroorganismen mittels einer nirK-Klonbibliothek untersucht. Ferner wurde geprüft, ob 
die nirK-Sequenzen dieser Organismen in das nirK-Cluster I gruppieren. Dieses Cluster ist 
von besonderem Interesse, da es von nirK-Sequenzen unkultivierter Organismen aus 
Bodenhabitaten dominiert wird. Die Böden stammten sowohl von verschiedenen 
geographischen Standorten als auch aus verschiedenen Habitaten wie Waldboden, 
Wiesenboden, Feuchtboden und Ackerboden. Neben nirK-Sequenzen aus terrestrischen 
Habitaten, fanden sich ebenfalls nirK-Sequenzen aus aquatischen Habitaten in diesem 
Cluster wieder, zum Beispiel aus marinen Sedimenten, kontaminiertem Grundwasser oder 
aus Abwasser. Dies war jedoch in wesentlich geringerer Abundanz der Fall.  
Die erstellte Klonbibliothek zeigte nirK-Sequenzen des Clusters I im beprobten Lahn-
Wiesenboden an, wodurch die Grundlage für die nachfolgenden Kultivierungsexperimente 
gegeben war.  
Für die Klonbibliothek wurden nirK-Sequenzen von 54 Klonen amplifiziert, sequenziert und 
phylogenetisch analysiert. Die phylogenetische Analyse der nirK-Sequenzen der 
Klonbibliothek ergab die Zuordnung in die nirK-Cluster I, II und VI (siehe Abb. 5). Die 
Cluster sind Ergebnis der phylogenetischen Distanzberechnung nach dem Neighbour-
Joining Algorithmus. Die Analysen mit den Algorithmen Maximum-Parsimony und 
Maximum-Likelihood ergaben dieselben Cluster.  
Wehrda
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Neunzehn nirK-Sequenzen der Klonbibliothek gruppierten im Cluster I, während nur eine in 
Cluster II zu finden war. Letztere war phylogenetisch nah verwandt mit der nirK-Sequenz 
erhalten aus landwirtschaftlich genutzten Boden in Schweden.  
In Cluster VI gruppierten neben nirK-Sequenzen aus verschiedenen Umwelthabitaten 
hauptsächlich Sequenzen aus der Klonbibliothek (34 nirK-Sequenzen).  
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Klon Swe 11, schwedische Bodenproben
Klon Swe 31, schwedische Bodenproben
AY121557, Moorboden, Michigan, USA 
AY121529, Laubwaldboden, Michigan,USA
Klon 6.3 Lahnwiesenbodenproben
Klon Swe 16, schwedische Bodenproben
AY249374, Agrarboden, Taastrup, Dänemark
Klon Swe 34, schwedische Bodenproben
3 Klone Lahn-Wiesenbodenproben
AY249361, Agrarboden, Taastrup, Dänemark
AJ487551, Agrarboden, Eberstadt, Deutschland
Klon 1.15, Lahn-Wiesenbodenproben
AY121566, Moorboden, Michigan, USA
AY121560, Moorboden, Michigan, USA
Klon Swe 27, schwedische Bodenproben
Klon 1.14, Lahn-Wiesenbodenproben
Klon U59, Laubwaldboden
AY121539, Moorboden, Michigan, USA
Isolat 471
AM235259, HlS3-120, Monokulturboden
AM235288, PlH3-131, Monokulturboden
Klon 9.8, Lahn-Wiesenbodenproben
AB162335, Belebtschlamm
AM235235, HlS3-31, Monokulturboden
Klon Swe26, schwedische Bodenproben
Klon Ger 9
Klon 1.3, Lahn-Wiesenbodenproben
Klon Ger26
DQ304263, mit Klärschlamm angereicherter Boden, Schweden
Klon 9.12, Lahn-Wiesenbodenproben
AM235221, HlS3-9, Monokulturboden
AM235260, HlS3-122, Monokulturboden
AM235277, PlH3-40, Monokulturboden
Klon 2.6, Lahn-Wiesenbodenproben
AJ487555, Agrarboden, Eberstadt, Deutschland
AY121544, Moorboden
DQ304119, mit Klärschlamm angereicherten Boden, Schweden
AY249375, Agrarboden, Taastrup, Dänemark
Isolat 406
Isolat 467
AM235275, PlH3-27, Monokulturboden
DQ304344, mit Klärschlamm angereicherter Boden, Schweden
Klon Swe 1, schwedische Bodenproben
AY195809, Sediment, Pazifik-Küste Mexiko
Klon 2.1, Lahn-Wiesenbodenproben
AY121554, Moorboden, Michigan, USA 
Klon 2.13, Lahn-Wiesenbodenproben
AY249334, Agrarboden, Taastrup, Dänemark
AY683858, Waldboden, Qing-Zang Plateau, Tibet
AY249357,Agrarboden, Taastrup, Dänemark
AY583385, Agrarboden, Brunnby, Schweden
Klon 2.22, Lahn-Wiesenbodenproben
Klon 7.3, Lahn-Wiesenbodenproben
3 Klone, Lahn-Wiesenbodenproben
AY121519, Moorboden, Michigan, USA
AY249371,Agrarboden, Taastrup, Dänemark
AM235265, HlS3-172, Monokulturboden
DQ304389, mit Klärschlamm angereicherter Boden, Schweden
AM235231, HlS3-24, Monokulturboden
Klon Swe 32, schwedische Bodenproben
AM235220, HlS3-8, Monokulturboden
AM235264, HlS3-168, Monokulturboden
AY249368, Agrarboden, Taastrup, Dänemark
AY683847, Waldboden, Qing-Zang Plateau, Tibet
Klon 1.20, Lahn-Wiesenbodenproben
DQ304336, mit Klärschlamm angereicherter Boden
AY425148, Agrarboden, Brunny, Schweden
AF339049, Nitrosomonas sp. TA-921i-NH4
AM235246, HlS3-52, Monokulturboden
Klon1.13, Lahn-Wiesenbodenproben
Isolat 373
DQ304298, mit Klärschlamm angereicherter Boden
DQ304123, mit Klärschlamm angereicherter Boden
EU910854, Contig 1042, environmental contigs
Isolate 484
DQ304357, mit Klärschlamm angereicherter Boden
AY583388, Agrarboden, Brunnby, Schweden
Klon 2.14, Lahn-Wiesenbodenproben
Klon Swe17, schwedische Bodenproben
DQ304386, mit Klärschlamm angereicherter Boden
AY078254, Mesorhizobium sp. 4FB11
AY121527, Laubwaldboden, Michigan, USA
AB196786, Mesorhizobium sp. NH-14,
Klon Fin 11, Bodenproben, Siikasalmi, Finnland
Klon Fin 24, Bodenproben, Siikasalmi, Finnland
Klon Swe 21, schwedische Bodenproben
Klon Fin 9, Bodenproben, Siikasalmi, Finnland
AY583402, Torf-Sumpf, Uppsala, Schweden
Klon Swe 14, schwedische Bodenproben
Klon Swe 28, schwedische Bodenproben
AY683875, Waldboden, Qing-Zang Plateau, Tibet
AY121526, Laubwaldboden, Michigan, Schweden
EU910856, Contig 1116, environmental contigs
EU910858, Contig 1114, environmental contigs
AY425151, Agrarboden, Ulleraker, Schweden
Klon Swe 23, Bodenproben, Schweden
Isolat 469
BAC52354, Bradyrhizobium japonicum USDA 110,
DQ411048, Belebtschlamm, 
AY195817, Sediment, Pazifik-Küste, Mexiko
DQ411042, Belebtschlamm
Bradyrhizobium sp. BTAi1
Blastobacter denitrificans
Bradyrhizobium sp. ORS278
DQ182205, Belebtschlamm
DQ304316, mit Klärschlamm angereicherter Boden
AY072271, saurer Waldboden, Chorbus
14 Klone Lahn-Wiesenbodenproben
Klon 9.10, Lahn-Wiesenbodenproben
Klon 9.3, Lahn-Wiesenbodenproben
AY249346, Agrarboden, Taastrup, Dänemark
Klon 2.23, Lahn-Wiesnbodenproben
Klon10.3, Lahnwiesenbodenproben
7 Klone Lahn-Wiesenbodenproben
Klon 9.11, Lahn-Wiesenbodenproben
AY121558, Moorboden, Michigan, USA
Klon Swe 18, schwedische Bodenproben
Klon 1.9, Lahn-Wiesenbodenproben
Klon 2.7, Lahn-Wiesenbodenproben
Klon 9.5, Lahn-Wiesenbodenproben
AY249328, Agrarboden, Taastrup, Dänemark
Klon 1.8, Lahn-Wiesenbodenproben
Klon 2.15, Lahn-Wiesenbodenproben
Klon 2.8, Lahn-Wiesenbodenproben
AY386227, Rhizosphäre
Klon 9.13, Lahn-Wiesenbodenproben
AY683873, Waldboden, Qing-Zang Plateau, Tibet 
Klon 1.7, Lahn-Wiesenbodenproben
AY249326, Agrarboden, Taastrup, Dänemark
Klon Swe 12, Boden, Schweden
4 Rhizobium sp. R-31549, Bacillus sp. R-31856, Agrobacterium tumefaciens, Diaphorobacter
DQ182157, Belebtschlamm
Isolat 205
EU910855, Contig 1062
Isolat 187
Bosea PD19
3 Nitrosomonas sp.
AF339044, Nitrosomonas marina
AF339048, Nitrosomonas sp.
0.10
27
I
IIa
IIb
III
IV
V
VI
VII
VIII
outgroup  
 
Abbildung 5: Ausschnitt des phylogenetischen nirK-Baums, berechnet nach der Neighbour-Joining 
Methode basierend auf einem Alignment von 125 Aminosäuren. Die verschiedenen nirK-Cluster 
wurden mit römischen Zahlen I bis IX beziffert. In rot sind die nirK-Sequenzen der Lahn-Wiesen-
Klonbibliothek markiert und in blau die nirK-Sequenzen der Isolate. Die phylogenetische Analyse 
mit den Algorithmen Maximum-Parsimony, Maximum-Likelihood ergaben dieselben, in sich 
stabilen Cluster. Der Maßstab entspricht 10% Nukleotidaustausch.  
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4. Kultivierung und Analyse von Mikroorganismen aus Lahn-
Wiesenbodenproben 
 
Anhand der nirK-Klonbibliothek, Sequenzanalyse und phylogenetischer Einordnung 
konnten nirK-Organismen aus dem nirK-Cluster I in den Bodenproben der Lahn-Wiesen 
nachgewiesen werden. Somit lag die Voraussetzung für eine anschließende Kultivierung 
dieser Mikroorganismen vor.  
 
4.1 Kultivierungsexperiment 
 
Bisherige Versuche zur Kultivierung von Denitrifikanten hatten mit Ausnahme des Stammes 
Nitrosomonas sp. TA-921-NH4 keine Isolate ergeben, deren nirK-Sequenzen in das Cluster 
I gruppierten. Ferner war die nirK-Sequenz dieses Nitrosomonas-Stames nur entfernt mit 
den nirK-Sequenzen des Clusters I verwandt. Da die Eigenschaften der nirK-enthaltenden 
Mikroorganismen dieses Clusters noch nicht bekannt waren, wurde eine 
Kultivierungsmethode angewandt, die nicht spezifisch auf Denitrifikanten ausgerichtet war, 
sondern einen unspezifischen Ansatz verfolgte. Diese Kultivierung von Mikroorganismen 
erfolgte aus Lahn-Wiesenbodenproben und wurde bei einer Inkubationstemperatur von 15°C 
durchgeführt.  
Die Kultivierung erfolgte oxisch durch Ausplattieren auf Festmedium (Bodenmedium, 
modifiziert nach Grossert et al., 2000) mit Nutrient Broth als Kohlenstoff-Quelle. Dabei 
wurden die Verdünnungsstufen 10-4 bis 10-10 der Bodensuspension verwendet. Es ist zu 
beachten, dass durch das Ausplattieren der Bodensuspensionen auf Festmedium zwei 
weitere Verdünnungsstufen entstanden sind. Innerhalb eines Zeitraumes von 29 Tagen 
wurden die gewachsenen Kolonien von der Festmediumplatte (Originalplatte) auf frisches 
Festmedium transferiert. Diese Ausstriche wurden dann bei derselben Temperatur inkubiert. 
Von den Platten der Verdünnungsstufen 10-6 bis 10-12 wurden alle Kolonien, die im Laufe 
von 29 Tagen gewachsen waren, transferiert. Trotz identischer Inkubationsbedingungen 
bildeten nicht alle der transferierten Kolonien neue koloniebildende Einheiten. Die Anzahl 
dieser transferierten, koloniebildenden Einheiten pro Verdünnungsstufen und Parallele sind 
in Tabelle 10 aufgeführt.  
Insgesamt wurden 687 Kolonien übertragen, von denen wiederum nur 490 Kolonien 
bildeten. Die Anzahl der neu hinzukommenden Kolonien auf der Originalplatte stieg mit 
steigender Inkubationszeit (siehe Tab. 11).  
 
 
III. Ergebnisse  
45 45
Tabelle 10: Anzahl der transferierten Kolonien der Parallelen A, B je Verdünnungsstufe. Pro 
Verdünnungsstufe wurden 10 bzw. 5 Parallelen angesetzt.  
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Tabelle 11: Anzahl der transferierten und angewachsenen Kolonien der Verdünnungsstufen 10-6 bis 
10-12 nach verschiedenen Kultivierungszeitpunkten. 
 
Kultivierungszeit (Tagen) Anzahl der Kolonien
6 79 
9 74 
16 114 
29 224 
Summe 490 
 
4.2 Amplifizierung des funktionellen Gens nirK  
 
Nur die Kolonien, die als nirK-enthaltende Organismen charakterisiert werden konnten, 
waren für den weiteren Verlauf der Arbeit von Interesse. Daher wurden alle Kolonien auf 
die Präsenz des nirK-Gens untersucht. Hierbei erfolgte die Amplifizierung des nirK-Gens 
der jeweiligen Kolonie mittels PCR mit nirK-spezifischen Primern. Bei acht von 490 
Kolonien (1,6%) konnte ein nirK-Genfragment amplifiziert werden (siehe Tab. 12). Ferner 
ist auffällig, dass die nirK-enthaltenden Kolonien aus unterschiedlichen Verdünnungsstufen 
stammen.  
Die Kolonien 373, 406, 467, 469, 471 und 484 waren erst nach einer Inkubationsdauer von 
28 bzw. 29 Tagen als solche erkennbar. Dieses Ergebnis gibt einen ersten Hinweis, dass es 
sich bei den Kolonien um langsam wachsende Organismen handelt. Nur die Kolonien 187 
und 205 zeigten bereits nach 16 Inkubationstagen Koloniebildung.  
 
Tabelle 12: nirK-enthaltende Kolonien. 
 
Kolonie Verdünnungsstufe Kultivierungstage 
187 10-6, A 16 
205 10-6, A 16 
373 10-7, A 29 
406 10-6, B 28 
467 10-8, A 29 
469 10-8, A 29 
471 10-7, A 29 
484 10-7, A 29 
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5. Isolierung von nirK-enthaltenden Mikroorganismen  
 
Die nirK-enthaltenden Kolonien wurden in sieben aufeinander folgenden 
Verdünnungsausstrichen zu Isolaten vereinzelt. Die Inkubationsdauer betrug jeweils vier 
Wochen bei einer Inkubationstemperatur von 15°C.  
Nach dem siebten Verdünnungsausstrich konnten die Kolonien anhand ihrer 16S rRNA-
Gen-Sequenz identifiziert werden. In diesem Fall zeigten die Elektropherogramme der 16S 
rRNA-Gen-Sequenzierung für jede Kolonie eine eindeutige Sequenz. Auch die Verwendung 
eines Gemisches aus mehreren Kolonien ergab in der 16S rRNA-Gen-Sequenzierung eine 
eindeutige Sequenz für jedes Isolat. Verschiedene Kolonien eines Isolates waren also in 
ihrer 16 rRNA-Gen-Sequenz identisch.  
Ferner wurde der Morphologietyp der Kolonien mikroskopisch bestimmt. Alle Zellen 
wurden als Stäbchen identifiziert. Sowohl die Ergebnisse der Mikroskopie als auch die 
eindeutigen 16S rRNA-Gen-Sequenzen wiesen also daraufhin, dass Reinkulturen vorlagen. 
Eine anschließende Amplifizierung des nirK-Gens mit nirK-spezifischen Primern bewies, 
dass nirK-enthaltende Organismen isoliert worden waren.  
 
6. Analysen der 16S rRNA- und Denitrifikationsgene der Isolate 
 
6.1 Zuordnung der Isolate anhand der 16S rRNA-Gen-Phylogenie zu kultivierten 
Stämmen 
 
Um die Isolate phylogenetisch einzuordnen, wurde ihre 16S rRNA-Gen-Sequenz mit den im 
Internet verfügbaren Datenbanken verglichen (NCBI). Diese Analyse ergab die Zuordnung 
aller Isolate zur Klasse der α-Proteobakteria und zur Ordnung der Rhizobiales. Des 
Weiteren konnten anhand dieser Suche phylogenetisch verwandte Organismen ermittelt 
werden. Die dabei ermittelten 16S rRNA-Gen-Sequenzen wurden in die eigene ARB-
Datenbank integriert und eine Distanzmatrix zum nächsten kultivierten Verwandten 
berechnet, die auf der Neighbour-Joining Methode beruht. Diese zeigte die 
Sequenzübereinstimmungen an. Für die Bestimmung der nächsten phylogenetisch 
Verwandten wurden nur kultivierte Stämme in die Betrachtung einbezogen.  
Die 16S rRNA-Gen-Sequenz des Isolates 187 wurde mit 99,6% Sequenzübereinstimmung 
der 16S rRNA-Gen-Sequenz des Stammes Bosea PD19 (Dandie et al., 2007a) zugeordnet 
(siehe Abb. 6, siehe Tab. 13). Nach Definition deutet eine Sequenzübereinstimmung von 
mehr als 97% auf dieselbe Spezies hin (Stackebrandt und Goebel, 1994). Eine hohe 
Sequenzübereinstimmung (99,8% und 98,2%) wurde ebenfalls zwischen den 16S rRNA-
Gen-Sequenzen der Isolate 373 und 484 zur 16S rRNA-Gen-Sequenz des Stammes 
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Mesorhizobium sp. CCBAU11299 und Mesorhizobium sp. CCBAU11217 (Yan et al., 2007) 
festgestellt. Die phylogenetische Analyse des Isolates 205 ergab eine Identifizierung als 
Devosia Spezies. Dieser Zuordnung liegt eine Sequenzübereinstimmung von 96,9% zu 
Devosia limi (Vanparys et al., 2005) zugrunde. Als Spezies der Gattung Bradyrhizobium 
wurden die Isolate 406, 467, 469 und 471 bestimmt. Die 16S rRNA-Gen-Sequenzen der 
Isolate 471 und 467 zeigten die größten Sequenzübereinstimmung (97,8 und 98,5%) zur 16S 
rRNA-Gen-Sequenz des kultivierten Bradyrhizobium group Ellin127 (Schoenborn et al., 
2004). Allerdings zeigten beide Isolate ebenso eine Sequenzübereinstimmung von 97% zu 
Bradyrhizobium elkanii (AB195987, unpubliziert). Das Isolat 469 zeigte sowohl zum 
kultivierten Stamm Bradyrhizobium sp. RP7b (Osman et al., 2007) als auch zu 
Bradyrhizobium canariense (Steenkamp et al., 2008) mit 99,4% die höchsten 
Sequenzübereinstimmungen. Eine niedrigere Übereinstimmung von 98% zeigte die 16S 
rRNA-Gen-Sequenz zu B.japonicum MSDJ 5697. Die 16S rRNA-Gen-Sequenz des Isolates 
406 wies die höchste Übereinstimmung zu Bradyrhizobium sp. RO3 (Haveman et al., 2005) 
auf.  
 
Tabelle 13: Zuordnung der Isolate anhand der höchsten Sequenzübereinstimmung der 16S rRNA-
Gen-Sequenzen zu kultivierten Stämmen mittels einer Distanzmatrix. 
  
 
 
Isolat Zuordnung Sequenzübereinstimmung (%) 
187 DQ377760, Bosea PD 19 99,6 
205 AJ786801, Devosia limi 96,9 
373 EF149003, Mesorhizobium sp. CCBAU11299 99,8 
406 AY928206, Bradyrhizobium sp. RO3 99,1 
467 AF408979, Bradyrhizobium group Ellin127  97,9 
469 EU364719, Bradyrhizobium sp. RP7b und DQ447782, B.canariense 99,4 
471 AF408979, Bradyrhizobium group 98,5 
484 EF149004, Mesorhizobium sp. CCBAU11217 98,2 
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EU335230, uncultured bacterium
EU881315, uncultured bacterium
EU335430, uncultured bacterium
DQ303337, uncultured Bradyrhizobium
AF408979, Bradyrhizobium group
Isolat 471
DQ303353, uncultured Bradyrhizobium
AB195987, Bradyrhizobium elkanii
AB240363, uncultured bacterium
DQ303328, uncultured Bradyrhizobium
EF516787, uncultured bacterium
DQ303336, uncultured Bradyrhizobium
Isolat 467
DQ303330, uncultured Bradyrhizobium
AY649436, Bradyrhizobium elkanii
AB272326, Bradyrhizobium elkanii
AY904754, Bradyrhizobium elkanii
DQ202229, uncultured bacterium
DQ202232, uncultured bacterium
EU861967, uncultured soil
DQ303345, uncultured Bradyrhizobium
EF612397, uncultured alpha
Z94805, Bradyrhizobium genosp. BDV51
Isolat 406
AY928206, Bradyrhizobium bacterium 2RO3
AF408969, Bradyrhizobium group bacterium Ellin127
EF694742, Bradyrhizobium canariense
AB195986, Bradyrhizobium canariense
DQ490366, Bradyrhizobiaceae bacterium KVD-1969-06
AY904772, Bradyrhizobium japonicum SEMIA 6192
AF514798, Bradyrhizobium sp. ORS206
BA000040, Bradyrhizobium japonicum USDA 110
U69638, Bradyrhizobium japonicum USDA 6
X87273, Bradyrhizobium lupini DSM 30140
EF394156, Bradyrhizobium japonicum CCBAU 6506
EF070137, Bradyrhizobium sp. CCBAU 33128
EF070141, Bradyrhizobium yuanmingense CCBAU 3310
EF394146, Bradyrhizobium japonicum CCBAU 5313
EF394148, Bradyrhizobium japonicum CCBAU 4327
AF363135, Bradyrhizobium japonicum MSDJ 5697
EU364712, Bradyrhizobium yuanmingense R8
FJ025098, Bradyrhizobium japonicum SEMIA
EU364719, Bradyrhizobium sp. RP7b
DQ447782, Bradyrhizobium canariense MSFC 2-M3
DQ490366, Bradyrhizobiaceae bacterium KVD-1
Isolat 469
AY507983, Bradyrhizobium sp. PT27
AY507985, Bradyrhizobium sp. PT36
DQ310709, Bradyrhizobium sp. U416
DQ440825, Bosea eneae CRIB-11
AF288308, Bosea vestrisii 63286
AF288309, Bosea massiliensis 63287
Isolat 187
DQ377760, Bosea sp. PD 19
AJ810382, Rhizobiales genosp. AB
AY117148, Blastochloris sulfoviridis OK3G7
AJ289105, Rhodoplanes roseus DSM 13 233
Isolat 373
EF149003, Mesorhizobium sp. CCBAU 11299
EF149004, Mesorhizobium sp. CCBAU 11217
Isolat 484
AF229877, Mesorhizobium sp. 4FB11
AB196496, Mesorhizobium sp. NH-14
DQ227786, Devosia sp. PIC-C22
AJ786801, Devosia limi
Isolat 205
AB271045, Devosia ginsengisoli 326
AY512822, Devosia riboflavina
AB112712, Brevibacillus formosus
EF612331, Brevibacillus sp. K6-09
CP000471, Magnetococcus sp. MC-1
0.10
 
Abbildung 6: Ausschnitt des 16S rRNA-Gen-Stammbaums für die Gruppe der α-Proteobakteria, 
der die phylogenetische Verwandtschaft der 16S rRNA-Gen-Sequenzen der Isolate (in blau markiert) 
darstellt. Die Berechnung erfolgte nach der Neighbour-Joining Methode. Der Maßstab entspricht 
10% Sequenzunterschied. Mittels eines Filters wurden die hoch variablen Regionen innerhalb des  
16S rRNA-Gens von der phylogenetischen Analyse ausgeschlossen. 
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6.2 Phylogenie der nirK-Sequenzen der Isolate 
 
Der phylogenetischen Zuordnung der Isolate schloss sich die Bestimmung der nirK-
Phylogenie mittels des Neighbour-Joining Algorithmus an. Die Berechnung ergab eine 
Zuordnung der nirK-enthaltenden Isolate in unterschiedliche phylogenetische Cluster des 
acht Cluster umfassenden nirK-Stammbaums (siehe Abb. 5), die Cluster wurden durch die 
Algorithmen Maximum-Parsimony und Maximum-Likelihood bestätigt.  
So gruppierten die nirK-Sequenzen der Isolate 406, 467 und 471 in das phylogenetische 
nirK-Cluster I. Generell stimmten die nirK-Sequenzen des Clusters I untereinander zu 
mindestens 80% überein. Innerhalb des Clusters I konnte zu der nirK-Sequenz des Isolates 
471 eine identische nirK-Sequenz der Klonbibliothek des Lahn-Wiesenbodens (Klon 9.8 
Lahn-Wiesenboden) nachgewiesen werden. Das zeigte sich an einer 
Sequenzübereinstimmung von 100%, die mit Hilfe der Distanzmatrix, basierend auf der 
Neighbor-Joining Methode, berechnet worden war. Dieselbe Sequenzübereinstimmung wies 
die nirK-Sequenz dieses Isolates zu nirK-Klonsequenzen aus den Böden zweier 
Monokulturen (Plantago lanceolata AM235288 und Holcus lanatus AM235259) auf. 
Ebenfalls zu einer nirK-Klonsequenz (AM235275) aus Bodenproben von Plantago 
lanceolata gruppierten die nirK-Sequenzen der Isolate 406 und 467. Die 
Sequenzübereinstimmung belief sich zwischen 98% und 99%. Eine solch hohe 
Sequenzübereinstimmung konnte zwischen den restlichen nirK-Sequenzen der 
Klonbibliothek und den nirK-Sequenzen dieser Isolate, obwohl im selben Cluster, nicht 
bestimmt werden. Ebenfalls in dieses Cluster gruppierte die nirK-Sequenz des β-
Proteobakteriums Nitrosomonas sp. TA-921i-NH4, dessen nirK-Sequenz zeigte eine 
Übereinstimmung mit den nirK-Sequenzen der, den α-Proteobakteria zugeordneten Isolaten 
406, 467 und 471 von 80%. 
Im phylogenetischen Cluster IIa gruppierten neben der nirK-Sequenz des Lahn-Wiesen-
Klons 2.14, die nirK-Sequenzen der Isolate 373 und 484. Die phylogenetisch nächst 
verwandten nirK-Sequenzen stammten aus Boden, der mit Klärschlamm angereichert 
worden war. Sie wiesen eine Sequenzübereinstimmung von 100% (DQ304298) und 95% 
(DQ304357) zu den nirK-Sequenzen der Isolate 373 und 484 auf. Sowohl die nirK-Sequenz 
des Isolates 373 als auch die des Isolates 484 zeigten nur eine entfernte Verwandtschaft zu 
den nirK-Sequenzen der Mesorhizobium-Stämme NH-14 und 4FB11 im selben Cluster, was 
in beiden Fällen einer Sequenzübereinstimmung von 78% entsprach.  
Für die nirK-Sequenz des Isolates 469 konnte, mit einer Sequenzübereinstimmung von 97%, 
eine phylogenetische Nähe zu der nirK-Sequenz des Stammes Bradyrhizobium japonicum 
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USDA110 und zu einer nirK-Sequenz aus Belebtschlamm im Cluster V nachgewiesen 
werden.  
In Cluster VII gruppierten nirK-Sequenzen sowohl der α-Proteobakteria (Agrobacterium 
tumefaciens, Rhizobium spp.) als auch der β-Proteobakteria (Diaphorobacter sp.) und 
Bacilli (Bacillus sp.R-31856). In dieses Cluster gruppierte die nirK-Sequenz des Isolates 
205. Sie zeigte mit einer Sequenzübereinstimmung von 89,7% eine große phylogenetische 
Nähe zu einer nirK-Klonsequenz (DQ182157) aus Belebtschlamm. Ebenfalls in dieses 
Cluster gruppierte die nirK-Sequenz des Isolates 187. Sie befand sich in phylogenetischer 
Nähe zu der nirK-Sequenz des Stammes Bosea sp. PD19.  
 
6.3 Nachweis der Reinheit der Isolate mittels RING-FISH  
 
Mit der RING-FISH Methode wurde zum einem die Reinheit der nirK-enthaltenden Isolate 
und zum anderen die Spezifität einer nirK-Cluster I Sonde nachgewiesen. Diese Methode 
ermöglicht die Detektion einzelner, chromosomal kodierender Gene (hier nirK). Allerdings 
wurde das RING-FISH-Protokoll nicht für alle Isolate angewandt, sondern stellvertretend 
für die Cluster I, V und VII mit den Isolaten 406 und 467 für Cluster I, 469 für Cluster V 
und 187 für Cluster VII. Eine Hybridisierung konnte mit der Cy3-markierten Polynukleotid-
RNA-Sonde erreicht werden. Durch Biotin konnte die erfolgreiche Hybridisierung detektiert 
werden und zeigte sich als Ring um die einzelne stäbchenförmige Zelle (siehe Abb. 7). Die 
Abbildung 7 zeigt lichtmikroskopische Aufnahmen der Isolate 406, 467, 187 und 469. 
Der Vergleich der Fluoreszenz- und Phasenkontrast-Aufnahmen verdeutlicht die Reinheit 
der dargestellten Isolate. Alle in der Phasenkontrast-Mikroskopie sichtbaren Zellen sind 
unter dem Fluoreszenz-Mikroskop mit einem Ring markiert. Die Isolate 406 und 467 des 
phylogenetischen nirK-Clusters I ließen sich also mit einer nirK-Cluster I-spezifischen 
Sonde lichtmikroskopisch nachweisen. Hingegen ergab die Hybridisierung einer nirK-
Cluster VII-spezifischen Sonde mit den Zellen des Cluster I Isolates 406 keine Ringstruktur 
um die Zelle. Daraus lässt sich schlussfolgern, dass nirK-Cluster I Organismen nur durch 
eine nirK-Cluster I spezifischen Sonde nachweisbar sind. Die nirK-Cluster VII spezifische 
Sonde hybridisierte hingegen sowohl mit der nirK-Sequenz des Isolates 187 in Cluster VII 
als auch mit der nirK-Sequenz des Isolates 469 im Cluster V. Diese Beobachtung deutet 
darauf hin, dass nur die nirK-Cluster I Sonden clusterspezifisch an nirK-Sequenzen binden.  
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Abbildung 7: Phasenkontrastaufnahme und Fluoreszenz-Aufnahmen der RING-FISH-Methode bei 
1000-facher Vergrößerung; linke Spalte: Phasenkontrast-Aufnahme der Kulturen; rechte Spalte: 
Aufnahme des korrespondierenden Abschnitts während der Fluoreszenz-Mikroskopie der Kulturen: 
A/B: Isolat 467 Hybridisierung mit Sonde für nirK-Cluster I, C/D: Hybridisierung des Isolates 406 
F 
A B 
C D 
E F 
G H 
I J 
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mit Sonde für nirK Cluster I, E/F: Negativ-Kontrolle Hybridisierung des Isolates 406 mit Sonde für 
nirK-Cluster VII G/H: Isolat 187 Hybridisierung mit Sonde für nirK-Cluster VII I/J: Isolat 469 
Hybridisierung mit Sonde für nirK-Cluster VII.  
 
6.4 Nachweis der Denitrifikationsgene nar/nap, nirS, nor und nos 
 
Die Denitrifikation wird durch Enzyme katalysiert die durch die funktionellen Gene nar 
oder nap, nir, nor und nos kodiert werden. Diese Gene sollten bei den Isolaten 
nachgewiesen werden. Da das funktionelle Gen nirK bereits für alle Isolate bestimmt wurde, 
fokussierte sich die Amplifizierung mittels PCR und spezifischen Primern auf die Gene 
narG/H, napA, nirS, c/qnorB und nosZ.  
Während das narG-Gen auf der DNA der Isolate 373 und 484 amplifiziert werden konnte, 
war dies weder im Falle des narH-Gens noch des napA-Gens möglich.  
Die Isolate der Gattung Bradyrhizobium (406, 467, 469 und 471) und Bosea (187) wiesen 
hingegen ein napA-Genfragment anstelle eines nar-Gens auf (siehe Tab. 14). Ein nirS-
Genfragmenten konnte für keines der Isolate amplifiziert werden.  
Das für die Stickstoffmonoxid-Reduktase kodierende cnorB-Gen und das für die 
Distickstoffoxid-Reduktase kodierende nosZ-Gen wurde von der genomischen DNA der 
Isolate 187, 406, 467 und 469 erfolgreich amplifiziert. Von der genomischen DNA des 
Isolates 471 wurde zwar ein cnorB- jedoch kein nosZ-Genfragment amplifiziert. Ebenso war 
eine Amplifizierung der norB- und nosZ-Gene weder von der genomischen DNA der Isolate 
373 und 484 noch von der genomischen DNA des Isolates 205 erfolgreich. Letzteres Isolat 
wies neben dem nirK-Gen kein weiteres Gen der Denitrifikation auf.  
Die DNA der Isolate 187, 406, 467 und 469 trug also alle funktionellen Gene der 
Denitrifikation, im Gegensatz zu den Isolaten 205, 373, 471 und 484, deren DNA nicht alle 
Gene der Denitrifikation zu besitzen scheint.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
III. Ergebnisse  
54 54
Tabelle 14: Vorkommen der Denitrifikationsgenfragmente nar/nap, nir, nor und nos auf 
genomischer Ebene der Isolate. Plus: Amplifizierung des Genes war erfolgreich; Minus: Das Gen 
konnte nicht amplifiziert werden. 
 
Isolat narG/narH napA nirK/nirS cnorB/qnorB nosZ 
187 -/- + +/- +/- + 
205 -/- - +/- -/- - 
373 +/- - +/- -/- - 
484 +/- - +/- -/- - 
406 -/- + +/- +/- + 
467 -/- + +/- +/- + 
469 -/- + +/- +/- + 
471 -/- + +/- +/- - 
 
6.5 Vergleich der phylogenetischen Analyse der Denitrifikationsgene nirK, cnorB und 
nosZ mit der 16S rRNA-Gen-Phylogenie 
 
Der phylogenetischen Zuordnung der 16S rRNA-Gen-Sequenz wurde die Phylogenie der 
funktionellen Gene nirK, cnorB und nosZ gegenübergestellt. Wie bereits für das nirK-Gen 
in Kapitel 6.2 beschrieben, wurden die Gene cnorB und nosZ der Isolate amplifiziert, 
sequenziert und mit den öffentlich verfügbaren cnorB- und nosZ-Sequenzen einer 
Datenbank (NCBI, BLAST) verglichen. Neben nirK wurden auch die Sequenzen der 
funktionellen Genfragmente cnorB und nosZ in einem phylogentischen Baum analysiert, in 
dem sowohl die Sequenzen der Isolate als auch die Sequenzen der nächsten Verwandten 
eingingen. Anhand des berechneten Neighbour-Joining Stammbaumes wurden die Sequenz-
übereinstimmungen in einer Distanzmatrix ermittelt.  
Die Isolate 406 und 467 des nirK-Clusters I gruppierten sowohl auf Basis der norB-
Phylogenie als auch der nosZ-Phylogenie zusammen (siehe Abb. 5, 8 und 9). Für die Isolate 
406 und 467 stützt sich diese phylogenetische Nähe im Falle der norB- Phylogenie auf eine 
Sequenzübereinstimmung von 91% und im Falle der nosZ-Phylogenie auf 100%.  
Innerhalb der Gattung Bradyrhizobium konnte bisher nur für die Spezies Bradyrhizobium 
japonicum das komplette Enzymbesteck der Denitrifikation nachgewiesen werden. Ein 
Vergleich der norB-, nosZ-, nirK-Phylogenie mit der 16S rRNA-Gen-Phylogenie konnte 
daher nur für diese Bradyrhizobium Spezies erfolgen. Die 16S rRNA-Gen-Sequenzen der 
Isolate 406, 467 und 471 zeigten zu dieser Spezies eine Übereinstimmung von 94% bis 
96%. Nach Definition deutet eine Sequenzübereinstimmung von weniger als 97% auf eine 
andere Spezies hin (Stackebrandt und Goebel, 1994). Die entfernte phylogenetische 
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Verwandtschaft zwischen den Isolaten 406 und 467 zu B. japonicum USDA 110 wurde in 
den Phylogenien des nirK-Gens bestätigt. Sie fußt auf Sequenzübereinstimmungen von 
71%. Die Phylogenie des norB- und nosZ-Gens zeigte hingegen eine größere 
Sequenzübereinstimmung zwischen den Isolaten und B.japonicum. Die nosZ-Sequenzen der 
Isolate 406 und 467 stimmten zu 94% mit der des B.japonicum-Stammes überein und die 
norB-Sequenzen zu 99% (Isolat 467) und 88% (Isolat 406). 
Ein ähnliches Bild zeigt sich für das Cluster I Isolat 471. Hier wich die norB-Phylogenien 
des Isolates 471 von der nirK-Phylogenie ab. Während auf nirK-Ebene die 
Sequenzübereinstmmung zu B.japonicum nur 71% betrug, zeigte die norB-Phylogenie eine 
enge phylogenetische Verwandtschaft zu Spezies B.japonicum mit einer 
Sequenzübereinstimmung von 100% an. Die Phylogenie des nosZ-Gens stand leider nicht 
zur Verfügung, da dieses Gen nicht amplifiziert werden konnte. 
Für das Isolat 469 des nirK-Clusters V zeigte sich eine Kongruenz der Phylogenien der 
funktionellen Gene nirK, cnorB und nosZ zu B.japonicum USDA 110 anhand von 
Sequenzübereinstimmungen von 97% (nirK), 100% (norB) und 93% (nosZ; siehe Abb. 5, 8 
und 9). Dies bestätigte sich ebenso auf Basis der 16S rRNA-Gen-Phylogenie, die eine 
Sequenzähnlichkeit von 98% zwischen dem Isolat 469 und der 16S rRNA-Gen-Sequenz von 
B.japnicum MSDJ 5697darstellte.  
Die phylogenetische Nähe des Isolates 187 (nirK-Cluster VII) zu Bosea PD19 zeigte sich 
anhand der phylogenetischen Einordnung auf Basis der 16S rRNA-Gen-Sequenz mit einer 
Sequenzübereinstimmung von 99%. Dies bestätigte sich sowohl auf Basis der nirK-Sequenz 
als auch auf Basis der nosZ-Sequenz mit einer Sequenzübereinstimmung von 99% und 97%. 
Die phylogenetische Analyse der cnorB-Sequenz ergab ein eigenes Cluster, da bisher noch 
keine norB-Sequenz des Bosea-Stammes veröffentlich wurde.  
Die Isolate 373 und 484 des nirK-Clusters IIa waren nach der phylogenetischen Analyse der 
16S rRNA-Gen-Sequenz mit einer Sequenzübereinstimmung von 98% und 99% zu Spezies 
der Gattung Mesorhizobium zugeordnet worden. Zu den denitrifizierenden Spezies dieser 
Gattung, Mesorhizobium sp. NH-14 und Mesorhizobium sp. 4FB11, belief sich die 
Sequenzübereinstimmung nur auf 94% und 96%. Auch auf nirK-Ebene spiegelte sich 
anhand einer Sequenzübereinstimmung von 74% und 78% eine geringe phylogenetische 
Verwandtschaft wider. Die phylogenetische Bestätigung auf Basis der cnorB- und nosZ-
Sequenz konnte nicht durchgeführt werden, da für diese Isolate weder das nor- noch das 
nosZ-Gen amplifizierbar war.  
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AM284360, Rhizobium sp. R-26467
NC003305 Agrobacterium tumefaciens str. C58
AM284341,Pseudomonas sp. R-25208 
Corynebacterium nephridii
AM284354, Brucella sp. R-26895
Ochrobactrum anthropi GSF M26
AB031072, Alcaligenes faecalis S-6 
AM284338, Ochrobactrum sp. R-24291 
AE009732, Brucella melitensis
AF083948, Pseudomonas sp. G-179
AM284344, Sinorhizobium sp. R-25078
Isolat 469
AJ132911, Bradyrhizobium japonicum
Isolat 471
Isolat 406
Isolat 467
Blastobacter denitrificans DSM 1003
AM284347, Methylobacterium sp. R-25207
AJ298324, Achromobacter cycloclastes
AE007257, Sinorhizobium meliloti, 
Rhizobium meliloti 1021
AM284339, Rhizobium sp. R-24654 
Isolat 187
Azospirillum brasilense Sp7
AM284348, Acidovorax sp. R-27044 
AM284355, Paracoccus sp. R-26897
PDU28078, Paracoccus denitrificans PD1222
Rhodobacter sphaeroides, RSAF000233
Roseobacter denitrificans ATCC 33942
AY139082, Nitrosomonas marina C-113a
AY654283, Nitrosomonas cryotolerans
AY139087, Nitrosomonas sp. TA-921i-NH4 
AY139083, Nitrosomonas eutropha
AY139089, Nitrosomonas europaea
Thioalkalivibrio sp. ALED
Thioalkalivibrio denitrificans ALJD
Thioalkaliv ibrio sp. ALEN
AB010889, Halomonas halodenitri ficans IFO 14912
DQ840420, Nitrosospira sp. En13
DQ840422, Nitrosospira sp. NpAV
Alcaligenes faecalis A15
Denitrifier IFAM
Z28384, Pseudomonas stutzeri ZoBell ATCC 14405
Pseudomonas stutzeri JM300
AE004489, Pseudomonas aeruginosa PAO1 
AF197467, Pseudomonas fluorescens strain C7R12 
AJ507356, Pseudomonas fluorescens
AM284346, Thauera sp. R-25071
Thauera aromatica T-1
Azoarcus tolulyticus tol-57
Thiobacillus denitrificans
AM284358, Acidovorax sp. R-26831
AM284361, Comamonas sp. R-28235
AB232055, Hydrogenobacter thermophilus
AE009940, Pyrobaculum aerophilum
AF002661, Ralstonia eutropha H16 genome
Alcaligenes sp. DSM30128
AJ507330, Alcaligenes sp. DSM 30128
AM284318, Pseudomonas sp. R-24261
AM284335, Alicycliphilus sp. R-26814
AM284336, Diaphorobacter sp. R-26815
AM284317, Cupriavidus necator
AM284322, Achromobacter denitri ficans
AM284321 Diaphorobacter sp. R-28417
AM284325, Alicycliphilus sp. R-24604
AM284330, Enterococcus sp. R-24626
AM284316, Paracoccus denitrificans
Alcaligenes faecalis DSM30030
AE002512, Neisseria meningitidis MC58
D90917, Synechocystis sp. PCC 6803
NC003296, Ralstonia solanacearum
AM284323, Alcaligenes faecalis subsp. faecalis
Azorhizobium caulinodans
Sinorhizobium meliloti 2011
0.10
cnorB
qnorB
 
Abbildung 8: Ausschnitt des phylogenetischen norB-Stammbaums berechnet nach der Neighbour-
Joining Methode, basierend auf einem Aminosäurealignment von 100 Aminosäuren. Der 
Maßstab entspricht 10% Nukleotidaustausch. Die Sequenzen der in dieser Arbeit erhaltenden Isolate 
sind in blau markiert.  
III. Ergebnisse  
57 57
DQ377792, Achromobacter sp.
NC_010170, Bordetella petrii
AY074762, Azospirillum sp. A 1-3,
AF361792, Azospirillum brasilense
NC_006569, Silicibacter pomeroyi DSS-3
NC_008209, Roseobacter denitrificans OCh114
NZ_AAYC01000005, Roseobacter sp. SU 209-2-6
AM279767, Nisaea denitrifcans
X74792, Paracoccus denitrificans
Isolate 406
Isolate 467
NC_004463, Bradyrhizobium japonicum USDA 110
Isolate 469
DQ377801, Ensifer adhaerens PD 29
NC_009668, Ochromobacterium anthropi ATCC 49188
Mesorhizobium 4FB11
DQ377793, Pseudomonas sp.
DQ179250, Antartica soil bacterium
DQ377783, Pseudomonas lini
AF197468, Pseudomonas fluorescens,
DQ377786, Pseudomonas sp.
AJ631979, Pseudomonas stutzeri
AJ631993, Pseudomonas stutzeri
AF361795, Alcaligenes faecalis
AE004760, Pseudomonas aeruginosa PAO1
AF016059, Pseudomonas denitrificans
NC_008740, Marinobacter aquaeolei
NC_006371, Photobacterium profundum SS9
NZ_ABCQ01000003, Moritella sp.PE 36
CH899694, Burkholderia maleii
NC_007434, Burkholderia pseudomallei
NZ_ABBD01000605, Burkholderia thailandensis
NC_007404, Thibacillus denitrificans
AF315440, Klonsequenz aus Waldboden
NC_005241, Cupriavidus necator, megaplasmid
NZ_AAAI02000001, Ralstonia metallidurans CH34
NC_003296, Ralstonia solanacearum GMI1000
NC_006396, Haloarcula marismortui
NC_009504, Brucella ovis ATCC25840
NZ_AAAW02000099, Desulfitobacterium hafniense DCB-2
NC_009328, Geobacillus
Anaeromyxobacter
Magnetospirillum magnetotacticum MS-1
AJ 640086, Wolinella succinogenes
NC_009802, Campylobacter consisus
DQ377780, Pseudomonas mandelii
DQ377788, Pseudomonas sp.
DQ377787, Pseudomonas lini
Isolate 187
DQ377796, Bosea sp.,
DQ465016, Azospirillum lipoferum
DQ377784, Sinorhizobium sp.
X94977, Achromobacter cycloclastes
ACY15161, Achromobacter cycloclastes
AJ 010260, Paracoccus denitrificans
AF125260, Rhodobacter sphaeroides
NC_005296, Rhodopseudomonas
NC_003037, Sinorhizobium meliloti 1021
NC_008571, Granuella forsetii
0.10
 
 
Abbildung 9: Ausschnitt des phylogenetischen nosZ-Baums, nach der Neighbour-Joining Methode 
basierend auf einem Alignment von 117 Aminosäuren. In die Berechnung wurden ausschließlich 
nosZ-Gen-Sequenzen von isolierten Organismen aufgenommen. Der Maßstab entspricht 10% 
Nukleotidaustausch. Die Sequenzen der in dieser Arbeit erhaltenden Isolate sind in blau markiert.  
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6.6 Nachweis der Denitrifikationsgene nor und nos mittels Dot-Blot-Methode 
 
Weder das cnorB- noch das nosZ-Gen konnte von der genomischen DNA der Isolate 373 
und 484 mittels PCR amplifiziert werden. Mit der Methode des Dot-Blots sollte überprüft 
werden, ob diese Gene wirklich nicht in dem Genom der Isolate vorhanden waren, oder ob 
sie eventuell durch die genspezifischen Primer während der PCR nicht detektiert worden 
waren. Als nosZ-Sonde wurde das nosZ-Amplifikat des Isolates 467 eingesetzt, während als 
norB-Sonde das norB-Amplifikat des Organismus Pseudomonas stutzeri JM 300 verwendet 
wurde.  
Die norB-Sonde hybridisierte sowohl mit der genomischen DNA der Isolate 373 und 484 
(siehe Abb. 10B 4 und 5) als auch mit den Kontrollen Pseudomonas stutzeri JM 300 und 
Mesorhizobium 4FB11 (siehe Abb. 10 B). Dies deutet auf das Vorkommen eines norB-Gens 
für die Isolate 373 und 484 hin. Für die Negativkontrollen der DNA der Stämme Opitutus 
terrae und Bacillus sp. wurde sehr schwache Signale nachgewiesen.   
Neben der Detektion des Standards wurde eine erfolgreiche Hybridisierung der nosZ-Sonde 
mit der DNA des Isolates 467 festgestellt, während für die DNA des Isolates 471 kein 
Farbumschlag zu sehen war (siehe Abb. 10). Die nosZ-Sonde hybridisierte also mit dem 
DNA-Extrakt der Positiv-Kontrolle, jedoch nicht mit der DNA des Isolates 471 (siehe Abb. 
10 A). Das Fehlen des nosZ-Gens im Isolat 471 wurde demnach mit der Dot-Blot Methode 
bestätigt.  
Die Abwesenheit der Denitrifikationsgene im Isolat 205 konnte in diesem Versuch nicht 
getestet werden, weil aufgrund des ausbleibenden Wachstums in Flüssigmedium eine 
ausreichende Menge an DNA nicht zur Verfügung stand.  
 
 
 
 
 
 
Abbildung 10: Dot-Blot-Verfahren mit verschiedenen Sonden. A: Dot-Blot mit norB-Sonde; 1 DIG-
Standard, 2 Hybridisierung der Sonde mit DNA (0,2 µg) Pseudomonas stutzeri JM 300, 3: 
Hybridisierung der Sonde mit DNA (0,2 µg) von Mesorhizobium 4FB11; 4: Hybridisierung der 
Sonde mit DNA (0,2 µg) von Bacillus sp. als negativ Kontrolle; 5: Hybridisierung der Sonde mit 
DNA (0,2 µg) des Isolates 373; 5: Hybridisierung der Sonde mit DNA (0,2 µg) des Isolates 484; 7: 
Hybridisierung mit DNA (0,2 µg) des Stammes Opitutus terrae als negativ Kontrolle. B: Dot-Blot 
mit nosZ-Sonde; 1 DIG-Standard, 2 Hybridisierung der Sonde mit DNA (0,2 µg) des Isolates 467, 3: 
Hybridisierung der Sonde mit DNA (0,2 µg) des Isolates 471.  
 
A 
B 
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7. Optimierung der Wachstumsbedingungen der Isolate 
 
Die Isolate wurden unter anoxischen Bedingungen in Gegenwart einer oxidierten 
Stickstoffverbindung inkubiert. Anschließend wurden mittels verschiedener Flüssigmedien 
und unterschiedlicher Inkubationstemperaturen die Wachstumsbedingungen der Isolate 
optimiert. 
 
7.1 Wachstum der Isolate unter anoxischen Bedingungen  
 
Die Vereinzelung unter oxischen Bedingungen zeigte die Fähigkeit der Isolate zur aeroben 
Lebensweise. Als Kriterien zur Identifizierung von Denitrifikanten dienen das Wachstum 
unter anoxischen Bedingungen in Gegenwart einer oxidierten N-Verbindung, sowie das 
Vorhandensein der Denitrifikationsgene. Letzteres wurde im vorangegangenen Kapitel (6.2 
bis 6.6) bereits bestätigt. Um die anaerobe Lebensweise der Isolate auf Festmedium zu 
prüfen, wurden diese unter anoxischen Bedingungen sechs Wochen bei 25°C inkubiert. 
Während von den acht Isolaten vier (205, 373, 406 und 484) kein Wachstum zeigten, 
bildeten hingegen die Isolate 187, 467, 469 und 471 Kolonien (siehe Tab. 15). Die Kolonien 
waren klein und von weißlicher Farbe.  
 
Tabelle 15: Wachstumsverhalten unter oxischen und anoxischen Bedingungen auf Festmedium. Die 
Bildung von Kolonien wurde mit +, keine Koloniebildung mit – notiert. 
 
Isolat Aerobes Wachstum Anaerobes Wachstum 
187 + + 
205 + - 
373 + - 
406 + - 
467 + + 
469 + + 
471 + + 
484 + - 
 
Neben dem Festmedium wurden die Isolate ebenso unter anoxischen Bedingungen in 
Flüssigmedien kultiviert. Wie auch schon auf dem Festmedium zeigten die Isolate 187, 467, 
469 und 471 auch in flüssigem, aneroben Medium Wachstum, während für die Isolate 205, 
373 und 484 kein Wachstum unter anoxischen Bedingungen nachweisbar war. Das Isolat 
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406 konnte im Gegensatz zum Festmedium im anoxischen Flüssigmedium kultiviert 
werden.   
 
7.2 Auswirkungen von verschiedenen Medien auf das Wachstum der Isolate  
 
Das Wachstumsverhalten der Isolate wurde mit der Verwendung von verschiedenen 
Flüssigmedien optimiert. Als Medien wurden YEM, R2A und das Bodenmedium, mit 
welchem die Isolate aus Bodenprobe isoliert worden waren, eingesetzt. Während YEM ein 
Rhizobien-spezifische Medium ist, wurde das R2A-Medium speziell für langsam-
wachsende Organismen entwickelt. Für das Isolat 205 konnte trotz der Verwendung des 
zusätzlichen TSB-Mediums weder unter oxischen noch unter anoxischen Bedingungen 
Wachstum detektiert werden. Hingegen ließ sich bei der Referenzkultur Devosia limi unter 
oxischen Bedingungen Wachstum nachweisen. Das Isolat 205 wuchs also nur auf 
Festmedium, wodurch die nachfolgenden Versuche mit diesem Isolat nicht durchgeführt 
werden konnten. 
Die Wachstumskurven der Isolate 187, 406, 467, 469 und 471 unter anoxischen 
Bedingungen sind in Abbildung 11 zusammengefasst. Die Verwendung von 
unterschiedlichen Medien zeigte eine deutliche Präferenz der Isolate für die YEM und R2A 
gegenüber dem Bodenmedium. Die Isolate 187, 467 und 471 wiesen im R2A-Medium die 
höchsten optischen Dichten auf, während die Isolate 469 und 406 die höchsten optische 
Dichte im YEM-Medium zeigten (siehe Abb. 11). Die Dauer der lag-Phase variierte je nach 
Isolat, abhängig vom verwendeten Medium, zwischen einem (Isolat 187) und bis zu acht 
Tagen (Isolat 471) und ebenso die Dauer der exponentiellen Wachstumsphase. Diese 
umfasste einen zeitlichen Bereich von bis zu 14 Tagen (Isolat 467).  
Das Isolat 187 trat bereits einen Tag nach der Beimpfung in die exponentielle 
Wachstumsphase ein. Diese erstreckte sich über sieben Tage (siehe Tab. 16, Abb. 11 A). Bei 
Bosea sp. PD 19 konnte keinerlei Wachstum nachgewiesen werden.  
Obwohl die Isolate 406, 467, 469 und 471 zur selben phylogenetischen Gattung von 
Bakterien gehören, bevorzugten sie nicht nur unterschiedliche Medien, sie zeigten ebenfalls 
einen unterschiedlichen Wachstumsverlauf. So variierte die Dauer der exponentiellen Phase. 
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Abbildung 11 A-E: Wachstumskurven der Isolate in Bodenmedium, R2A-Medium und YEM-
Medium. A: Isolat 187; B: Isolat 467; C: Isolat 406; D: Isolat 471; E: Isolat 469. Die Balken stellen 
den Standardfehler dar. F: Wachstumskurve der Referenz-Stämme: B. japonicum, Bosea PD 19, und 
Mesorhizobium 4FB11 in R2A- bzw. YEM-Medium. Die Balken stellen den Standardfehler dar. 
 
Während das Wachstum der Kulturen 469 und 467 in neun bzw. 14 Tagen exponentiell 
anstieg, erstreckte sich die exponentielle Phase der Kulturen 471 und 406 in YEM-Medium 
über vier bzw. zwei Tage. Der Übergang in die stationäre Phase erfolgte für die Kultur 467 
bei einer optischen Dichte (OD578nm) von 0,15. Die höchste optische Dichte der Kultur 469 
wurde bei einer OD578nm von 0,108 ermittelt. Das maximale Wachstum erreichte das Isolat 
406 bei einer optischen Dichte von 0,085, während es für das Isolat 471 bei einer OD578nm 
von 0,16 lag. Nitrat war bei allen Kulturen schon nach den ersten Tagen nicht mehr 
nachweisbar.  
Der Referenzstamm B. japonicum (DSMZ 1755) wies im Vergleich zu den Isolaten 406, 
467, 467 und 471 ein wesentlich höheres Wachstum auf. Ein Vergleich der 
Wachstumskurven zwischen den Isolaten der Gattung Bradyrhizobium und dem 
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Referenzstamm machte deutlich, dass sich die Dauer des exponentiellen Wachstums von 
acht bis zehn Tagen ähnelte.  
 
Tabelle 16: Maximale optische Dichte der Isolate nach Inkubationstagen in verschiedenen Medien 
unter anoxischen oder oxischen Bedingungen im Fall der Isolate 373 und 484.  
  
Isolat O2- Bedingung
Max. 
optische 
Dichte 
Eintritt in die stationäre 
Phase  
(nach Inkubationstagen) 
Medium
187 anoxisch 0,24 7 R2A 
406 anoxisch 0,085 5 YEM 
467 anoxisch 0,15 20 R2A 
469 anoxisch 0,108 10 YEM 
471 anoxisch 0,16 12 R2A 
373 oxisch 0,42 13 YEM 
484 oxisch 0,7 8 YEM 
B japonicum anoxisch 0,23 7 R2A 
Mesorhizobium sp. 
4FB11 anoxisch 0,14 15 YEM 
 
Für die Isolate 373 und 484 war nur unter oxischen Bedingungen Wachstum nachweisbar.  
Der Stamm Mesorhizobium sp. 4FB11 war hingegen in der Lage auch anaerob zu wachsen. 
Der Stamm erreichte im YEM-Medium eine maximale optische Dichte (OD578nm) von 0,15.  
Mit Hilfe von verschiedenen Medien sollte für die Isolate 373 und 484 eine Optimierung der 
Wachstumsbedingungen unter oxischen Bedingungen herbeigeführt werden. Die Medien 
wurden mit 1 ml Vorkultur angeimpft. Das Inokulum entsprach einer optischen Dichte von 
0,01. Das höchste Wachstum konnte unter der Verwendung des Mediums YEM verzeichnet 
werden (siehe Abb.12). Die maximale optische Dichte (OD578nm) betrugen 0,705 für das 
Isolat 484 und 0,42 für das Isolat 373.  
Um eine Kontamination der Kulturen während der Wachstumsphase ausschließen zu 
können, wurden die 16S rRNA-Gen-Sequenz aller Isolate nach dem Versuch sequenziert. 
Alle Kulturen wurden in ihrer Reinheit bestätigt.  
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Abbildung 12: Wachstumskurven der Isolate 373 und 484 unter oxischen Bedingungen mit 
unterschiedlichen Medien. Die Balken stellen den Standardfehler dar. 
 
7.3  Wachstum der Isolate unter oxischen Bedingungen in Flüssigmedium 
 
Bereits durch die gewählte, oxische Kultivierungsmethode, war den isolierten Bakterien eine 
aerobe Atmung nachgewiesen worden. Um das Wachstumsverhalten der Isolate in 
Flüssigmedium unter oxischen Bedingungen aufzuzeichnen, wurden die Isolate unter diesen 
Bedingungen inkubiert. Jedes der Isolate wurde im jeweils präferierten Medium als Triplikat 
angeimpft und bei der jeweils optimalen Temperatur unter Schütteln inkubiert. Wie bereits 
festgestellt wurde, zeigte das Isolat 205 im Flüssigmedium keine Wachstumsaktivität, 
sodass diese Kultur nicht in den Versuchsaufbau integriert wurde. 
Abbildung 13 verdeutlicht das Wachstumsverhalten der Isolate unter oxischen Bedingungen.  
Für die Isolate 187, 467, 469 und 471 war ein starkes Wachstum unter diesen Bedingungen 
nachweisbar. Wie bereits zuvor festgestellt worden war, sind die Isolate also in der Lage, 
sowohl oxische als auch anoxische Wachstumsbedingungen tolerieren zu können. Es zeigt 
sich ein stärkeres Wachstum unter oxischen als unter anoxischen Bedingungen. Allerdings 
zeigte nur eines der Triplikate des Isolates 469 Wachstum, weshalb die Wachstumskurve 
nur als eine Beispielkurve zu verstehen ist. Des Weiteren war für das Isolat 406 nur 
schwaches Wachstum nachweisbar.  
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Abbildung 13: Wachstum der Isolate unter oxischen Bedingungen in den präferierten Medien: 187 
in R2A, 406 in YEM, 467 in R2A, 469 in YEM und 471 in R2A. Die Balken stellen den 
Standardfehler dar. 
 
7.4 Auswirkungen von verschiedenen Inkubationstemperaturen auf das Wachstum der 
Isolate  
 
Um die optimale Inkubationstemperatur der Isolate zu ermitteln, wurden diese bei den 
Temperaturen 15, 20, 25, 30 und 37°C zum Wachsen gebracht. Mit Ausnahme der Isolate 
205, 373 und 484 wurden alle Isolate unter anoxischen Bedingungen inkubiert. Die Isolate 
373 und 484 wurden unter oxischen Bedingungen inkubiert. Da das Isolat 205 in 
Flüssigmedium kein Wachstum zeigte, wurde es nicht in den Versuchsaufbau integriert.  
Die Isolate 187, 467 und 471 wurden im R2A-Medium und die Isolate 406, 484, 373 und 
469 im YEM-Medium angeimpft. Nach 15 (Isolate 187, 373, 484, 406, 467 und 469) bzw. 
22 (Isolat 471) Tagen wurde das Wachstum der Isolate bestimmt (siehe Abb. 14 und Tabelle 
17).  
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Tabelle 17: Optimale Inkubationstemperatur mit maximalen optischen Dichten der Isolate nach 15 
Tagen Inkubation. 
 
Isolat OD578nm Temperatur (°C) 
187 0,347 25 
406 0,018 25/30 
467 0,067 25 
469 0,066 25 
471 0,208/0,203 25/30 
373 0,5 30 
484 0,47 30 
 
 
Wie in Abbildung 14 zu sehen, wiesen alle Isolate in einem Temperaturbereich von 25 bis 
30°C die maximale optische Dichte auf. Die Wachstumskurven zur Ermittlung der 
optimalen Temperatur der Isolate 187, 467 und 469 beschrieben einen glockenförmigen 
Verlauf. Das Wachstum dieser Isolate war bei einer Inkubationstemperatur von 15°C sehr 
gering. Bei einem Anstieg der Inkubationstemperatur auf 20 °C stieg die optische Dichte der 
Isolate 187, 467 und 469 und erreichte bei einer Temperatur von 25°C ihr Maximum. Stieg 
die Inkubationstemperatur weiter, nahm die optische Dichte der Isolate wieder ab. Für die 
Isolate 373 und 484 der Gattung Mesorhizobium konnte die höchste optische Dichte bei 
30°C unter oxischen Bedingungen ermittelt werden.  
Für die Isolate 406 und 471 konnte zwischen 25°C und 30°C keine eindeutige 
Temperaturpräferenz festgestellt werden. Von den drei Replikaten des Isolates 471 war nur 
eines bewachsen, weshalb die vorliegende Wachstumskurve bei unterschiedlichen 
Inkubationstemperaturen nur als repräsentative Kurve zu verstehen ist.  
Auch nach diesem Versuch wurde die Reinheit der Isolate mittels 16S rRNA-Gen-
Sequenzierung überprüft. Die Reinheit der Isolate konnte auch in diesem Fall bestätigt 
werden.  
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Abbildung 14: Wachstumskurven zur Ermittlung der optimalen Wachstumstemperatur der Isolate 
187, 406, 467, 469 und 471 unter anoxischen und 373 und 484 unter oxischen Bedingungen nach 
einer Inkubationszeit von 15 bzw. 22 Tagen; die Balken stellen den Standardfehler dar. 
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8 Morphologie der Isolate 
 
Die unter oxischen Bedingungen wachsenden Kolonien der einzelnen Isolate 187, 406, 467, 
469, 471, 484 und 373 waren alle weißlich mit klar abgegrenzten Rändern. Durch 
Lichtmikroskopie ließen sich die DAPI gefärbten Zellen gegenüber dem Hintergrund 
eindeutig identifizieren (siehe Abb. 15). Wie in Abbildung 15 erkennbar ist, weisen alle 
Isolate stäbchenartige Zellen auf. Die Zelllänge variierte zwischen 2 und 3 µm (siehe Tab. 
18).  
 
Tabelle 18: Durchschnittliche Zelllänge der Isolate. 
 
Isolat Länge (µm) 
187 2,5  
205 3,0 
373 3,4 
406 2,4 
467 2,4 
469 2,3 
471 2,3 
484 2,0 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
III. Ergebnisse  
68 68
 
 
Abbildungsbeschriftung siehe nächste Seite 
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Abbildung 15: Lichtmikroskopische Aufnahmen mit 1000-facher Vergrößerung der Isolate 187 (A, 
B), 205 (C, D), 373 (E, F) 406 (G,H), 467 (I, J), 469 (K, L), 471 (M,N), 484 (O, P). Linke Bildhälfte: 
Phasenkontrastbilder. Rechte Bildhälfte: DAPI-Färbung der DNA.  
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9 Fähigkeit der Isolate zur Umsetzung von NO3- zu N2O 
 
Die Fähigkeit der Isolate zur Denitrifikation wurde anhand des Umsatzes von NO3- zu N2O 
nachgewiesen. Als Vergleich wurde der Umsatz zu N2O der anaerob wachsenden Referenz-
Stämmen B.japonicum und Mesorhizobium sp. 4FB11 herangezogen. Die Isolate wurden 
unter den in Kapitel 6 ermittelten optimalen Bedingungen inkubiert. Nach 15 Tagen 
Inkubation wurde der Umsatz zu N2O der Isolate 187, 406, 467, 471, 469 und der Referenz-
Stämme bestimmt.  
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Abbildung 16: Umsatz von NO3- zu N2O der Isolate 187, 406, 467, 469, 471 und der Stämme 
B.japonicum und Mesorhizobium sp. 4FB11 und deren Wachstumskurven. A: Wachstumskurven 
(OD578nm) der Isolate über die Inkubationsdauer. B: Umsetzung des NO3- zu N2O in Prozent. Der 
Balken repräsentiert den Standardfehler.  
 
Im Vergleich aller Isolate wurde für die Isolate 187, 467 und 469 sowohl die höchsten 
optischen Dichten als auch die höchste Umsetzung von NO3- zu N2O ermittelt (siehe Abb. 
16). Des Weiteren wurden zwischen den Replikaten große Schwankungen der N2O-
Produktion festgestellt. Für das Isolat 469 beruhen die Daten anstatt von drei nur auf zwei 
Replikaten.  
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Die Kulturen 187, 467 und 469 setzten jeweils 108% (Kultur 187), 123% (Kultur 467) und 
59% (Kultur 469) des im Medium vorhandenen Nitrats um. Das entsprechende Wachstum 
belief sich auf eine optische Dichte von 0,24 (Kultur 187), 0,13 (Kultur 467) und 0,23 
(Kultur 469). Dem gegenüber setzten die Isolate 471 und 406 nur 21% bzw. 7% des 
eingesetzten NO3- in N2O um. Die optische Dichte als Wachstumsparameter bestätigte 
ebenfalls diese niedrige Aktivität mit geringem Wachstum von 0,07 für das Isolat 471. 
Obwohl die Inkubationsbedingungen dieselben waren wie unter optimalen Bedingungen, 
konnten die da erzielten optischen Dichten während dieses Versuchs nicht erreicht werden. 
Für das Isolat 406 konnte nur minimales Wachstum und ein minimaler Umsatz von NO3- zu 
N2O nachgewiesen werden (siehe Abb.16). Die Referenz-Stämme B.japonicum und 
Mesorhizobium 4FB11 waren ebenfalls in der Lage N2O zu produzieren. Der 
Bradyrhizobium-Stamm setzte mit 140% mehr um als die Isolate der vorliegenden Arbeit. 
Allerdings zeigte dieser nicht die höchste optische Dichte. Der Mesorhizobium-Stamm 
4FB11 zeigte einen Umsatz des eingesetzten Nitrats von 78% und zu diesem Zeitpunkt eine 
optische Dichte von 0,14. 
Abschließend wurde die Reinheit der Kulturen mittels 16S rRNA-Gen-Sequenzierung 
bestätigt. Für die Negativkontrolle (nur Medium) konnte weder Wachstum noch ein Umsatz 
zu N2O gemessen werden. 
Die Daten zeigen also für die Isolate 187, 467, 469 und 471 Umsetzung von NO3- zu N2O 
an. Unter Berücksichtigung der Ergebnisse der Denitrifikationsgene lässt sich der Schluss 
ziehen, dass es sich bei den Isolaten 187, 467, 469 und 471 um Denitrifikanten handelt 
(siehe Tab. 14). Obwohl das Isolat 406 ein niedriges Wachstum zeigte, wurde trotzdem ein 
Umsatz zu N2O nachgewiesen. Das spricht für eine Denitrifikationsaktivität des Isolates.  
Da dem Isolat 471 die Distickstoffoxid-Reduktase fehlt, ist von einer unvollständigen 
Denitrifikation zu N2O auszugehen. Für die Isolate 373 und 484 der Gattung Mesorhizobium 
konnte keine Denitrifikation nachgewiesen werden, obwohl die Gene nir und nor bestimmt 
werden konnten. Demzufolge ist eine Charakterisierung als Denitrifikant unter den 
getesteten Bedingungen für diese Isolate nicht möglich. 
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VI. Diskussion 
 
Der phylogenetische Baum von nirK zeigt Cluster (I, III, IV und VI), zu denen bisher keine 
nirK-Sequenzen von Isolaten gruppieren. Deshalb war es bislang nicht möglich, die 
Bakterien dieser Cluster näher zu charakterisieren (siehe Abb. 5). Im Fokus der 
vorliegenden Arbeit stand die Kultivierung von nirK-enthaltenden Isolaten aus dem nirK-
Cluster I, da dieses von nirK-Sequenzen aus Bodenhabitaten dominiert ist. Durch die 
Anwendung unspezifischer Kultivierungsmethoden wurden nirK-enthaltende 
Denitrifikanten der Cluster I, IIa, V und VII aus Wiesenbodenproben isoliert. Von den acht 
kultivierten Isolaten wiesen fünf sowohl das genetische Potential zur Denitrifikation als 
auch einen messbaren Umsatz zu N2O auf und wurden daher als Denitrifikanten 
charakterisiert (siehe Tab. 19). Anhand dieser neuen Isolate ist es nun möglich, die 
Phylogenie und Physiologie der Denitrifikanten des nirK-Clusters I näher zu untersuchen. 
 
1. Wahl des Habitats  
 
Die Wahl des Wiesenhabitats als Probennahme begründete sich auf Vorversuche, die von 
der Arbeitsgruppe um Prof. Overmann (Frederic Gich, LMU München) durchgeführt 
wurden (mündliche Mitteilung 2005). Von den angereicherten Mikroorganismen wurden 
6,1% als nirK-enthaltende Denitrifikanten bestimmt. Diese Zahl ist ähnlich mit dem von 
Tiedje et al. (1988) festgestellten Anteil von 5% Denitrifikanten in einer mikrobiellen 
Gemeinschaft aus Bodenproben. Für einige der nirK-Sequenzen des Vorversuches konnte 
eine phylogenetische Nähe zu den nirK-Sequenzen des Clusters I gezeigt werden. Des 
Weiteren ließ sich aus Wiesenbodenproben eine größere Anzahl an nirK-enthaltenden 
Denitrifikanten anreichern (14) als im Waldboden (3). Dies könnte zum einem durch die 
Anreicherungsbedingungen verursacht worden sein, oder zum anderen auf die 
unterschiedlichen Habitate des Probenmaterials zurückzuführen sein. Der Unterschied 
zwischen Wiesen- und Waldhabitaten in Bezug auf Denitrifikantengemeinschaften wurde 
durch eine Studie bereits gezeigt (Rich et al., 2003). Als Ursache wird sowohl eine geringere 
Nitratkonzentration des Waldbodens aufgrund niedriger Nitrifikationsraten (Mintie et al., 
2003) als auch der erhöhte Durchwurzelungsgrad in Waldböden angegeben, der die 
Denitrifikation hemmt (Mergel et al., 2001). Speziell die Denitrifikanten mit kupfer-haltiger 
Nitrit-Reduktase leben bevorzugt in wurzelfreien Räumen, wie die Studie von Mergel et al. 
(2001) belegt.  
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Tabelle 19: Übersichtstabelle der vorliegenden Isolate: Ihr genetisches Potential zur Denitrifikation, 
ihre Zuordnung anhand der 16S rRNA-Gen-Sequenzen und der Nachweis ihrer Aktivitäten 
(Umsetzung von NO3- zu N2O in %). 
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2. Bodenbedingungen und Denitrifikation 
 
Die Pflanzengemeinschaft prägt durch ihre Wurzelexudate die abiotischen Faktoren und die 
mikrobielle Gemeinschaft des Bodens (Kowalchuk et al., 2002). Neben den Pflanzen haben 
auch Bodenparameter wie der pH-Wert und das C/N-Verhältnis einen Einfluss auf die 
mikrobielle Gemeinschaft im Boden (Brodie et al., 2002; Cavigelli und Robertson, 2001). 
Das Verhältnis von Kohlenstoff zu Stickstoff des beprobten Lahn-Wiesenbodens war mit 
10,6 vergleichbar mit zuvor gemessenen C/N-Verhältnissen aus anderen Wiesen- bzw. 
Ackerböden, in denen Denitrifikanten nachgewiesen worden waren (Bremer et al., 2007; 
Rich et al., 2003; Wolsing und Priemé, 2004; Zhang et al., 2006).  
Der pH-Wert des beprobten Lahn-Wiesenbodens der vorliegenden Arbeit belief sich auf 5 
Nach Knowles (1982) korreliert der pH-Wert positiv mit der Denitrifikationsrate und ist in 
einem Bereich von 7,0 bis 8,0 am höchsten. Priemé et al. (2002) sehen in einem niedrigen 
pH-Wert die Ursache für ein geringes Vorkommen von Denitrifikanten. Der leicht saure 
Charakter des beprobten Bodens könnte durch Wurzelexudate hervorgerufen worden sein 
(Šimek et al., 2002). Weiterhin könnte das ausschließliche Vorkommen der nirK-
enthaltenden Bakterien der Ordnung Rhizobiales durch Wurzelexudate gefördert worden 
sein, da nur Bakterien dieser Ordnung nachgewiesen wurden.  
 
3. Vergleich zwischen nirK-Sequenzen der Klonbibliothek und der kultivierten 
Isolate aus den Lahn-Wiesenbodenproben 
 
Um einen Überblick über die im Lahn-Wiesenboden vorkommenden nirK-Genotypen zu 
erhalten, wurde zunächst in einem kultivierungs-unabhängigen Ansatz eine Klonbibliothek 
erstellt. Ein Vergleich der nirK-Klonsequenzen mit den nirK-Sequenzen der isolierten 
Denitrifikanten der vorliegenden Arbeit verdeutlichte, dass nicht jedes Isolat durch einen 
Klon der Klonbibliothek repräsentiert wurde. Des Weiteren wurden in der Klonbibliothek 
auch nirK-Sequenzen gefunden, die keine phylogenetische Verwandtschaft zu den nirK-
Sequenzen der Isolate aufwiesen. Durch die Klonierung wurden demnach andere nirK-
Sequenzen bestimmt als mit der Kultivierungstechnik. Die nirK-Sequenzen der isolierten 
Kulturen zeigten weiterhin eine höhere Diversität als die nirK-Sequenzen der 
Klonbibliothek. Letztere waren nur auf drei Cluster, die nirK-Sequenzen der Isolate 
hingegen über fünf Cluster verteilt. Ferner konnte nur im Falle des Isolates 471 eine direkte 
phylogenetische Nähe zwischen einer nirK-Klonsequenz der Klonbibliothek und der nirK-
Sequenz eines Isolates festgestellt werden. Vorhergehende Studien zeigten, dass die 
Erfassung der mikrobiellen Gemeinschaft anhand einer molekularbiologischen, 
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kultivierungs-unabhängigen Methode, wie der Klonbibliothek ein genaueres Abbild der 
vorherrschenden Gemeinschaft verschafft als dies mit mikrobiellen, kultivierungs-
abhängigen Methoden möglich ist (Amann et al., 1995). Allerdings zeigen die Ergebnisse 
der vorliegenden Arbeit, dass durch kultivierungs-abhängige Methoden auch Organismen 
isoliert werden können, die in geringen Abundanzen auftreten und daher in einer 
Klonbibliothek möglicherweise nicht erfasst werden. Mit der gewählten 
Kultivierungsmethode wurden also zum einem nirK-enthaltende Isolate des in hoher 
Abundanz auftretenden Clusters I kultiviert und zum anderen Isolate 187, 205 und 469, die 
nur geringe Abundanzen besaßen und deren nirK-Sequenzen in der Klonbibliothek nicht 
auftraten. Allerdings wurden nicht zu allen nirK-Klonsequenzen, die in hoher Abundanz 
auftraten, Isolate kultiviert, was durch die „Große Platten-Zahl-Anomalie“ erklärbar ist 
(Staley und Konopka, 1985). Diese besagt, dass sich die Anzahl der mikroskopisch 
sichtbaren Zellen von der Anzahl der bestimmbaren Lebenzellzahl um Zehnerpotenzen 
unterscheidet. Die unterschiedliche Detektion von Organismen durch kultivierungs-
abhängige und kultivierungs-unabhängige Methoden stützt sich auf die Ergebnisse einer 
ganzen Reihe von Studien (Donachie et al., 2007; Giovannoni und Stingl, 2007; Lliros et al., 
2008; Nichols, 2007; Stott et al., 2008). Donachie et al. (2007) analysierten die mikrobielle 
Diversität verschiedener Habitate sowohl mit Kultivierung als auch mit einer 16S rRNA-
Gen-Klonbibliotheken. Es zeigte sich, dass die Erfassung von Organismen über die 16S 
rRNA-Gen-Klonbibliotheken und die Kultivierungsansätze aus Proben der Rhizosphäre, 
dem Ozean, dem See, dem Salzwerk und den Federn, stark voneinander abwichen. Die 
Autoren kamen daher zu dem Schluss, dass für ein umfassendes Verständnis der 
mikrobiellen Diversität eines Standortes sowohl mikrobielle als auch molekularbiologische 
Methoden notwendig sind. Durch die Kombination aus mikrobiellen, kultivierungs-
abhängigen und molekularbiologischen, kultivierungs-unabhängigen Methoden gelang es in 
der vorliegenden Arbeit zum einem ein Abbild der Abundanz der denitrifizierenden 
Gemeinschaft in Bodenproben zu erhalten und zum anderen Denitrifikanten zu erfassen, 
deren Abundanz zu gering war um von einer Klonbibliothek detektiert zu werden.  
 
4. Kultivierung von nirK-enthaltenden Denitrifikanten aus Lahn-
Wiesenbodenproben   
 
Die spezifische anoxische Anreicherung von Denitrifikanten aus Umweltproben ermöglichte 
die Isolierung diverser Denitrifikanten in einer Vielzahl von Studien (Brettar et al., 2001; 
Chenèby et al., 2000; Dandie et al., 2007a; Fries et al., 1994; Gamble et al., 1977; Hallin et 
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al., 2007; Hashimoto et al., 2006; Heylen et al., 2006b; Patureau et al., 2000; Su et al., 
2001). Vertreter der nirK-Cluster I Denitrifikanten konnten mit diesen Methoden bisher 
jedoch nicht kultiviert werden. So isolierten Heylen et al. (2006b) zwar Denitrifikanten unter 
anoxischen Bedingungen mit Nitrat und Nitrit als Elektronenakzeptor, jedoch zeigten deren 
nirK-Sequenzen keine phylogenetische Nähe zu den Sequenzen des nirK-Clusters I. 
Vielmehr gruppierten diese in das Cluster VII, welches bereits von kultivierten 
Denitrifikanten dominiert ist.  
Weiterhin zeigten vorangegangene Untersuchungen, dass unter anoxischen Bedingungen, 
bei einer Inkubationstemperatur von 20°C bis 37°C aus Ackerbodenproben keine 
Denitrifikanten des nirK-Clusters I zu isolieren waren, obwohl mittels einer nirK-
Klonbibliothek Organismen dieses Clusters nachgewiesen wurden (Schwarz, 2002). Bereits 
in einem Vorversuch von der AG Overmann, LMU München wurde ein unspezifischer 
Kultivierungsansatz verfolgt. Die dort angewandte Methode (Bruns et al., 2003; Gich et al., 
2005) beruht auf einer Kultivierungsmethode mit Minimalmedium und einer kleinen Menge 
an Inokulum. Dieser unspezifische, oxische Kultivierungsansatz wurde für die vorliegende 
Arbeit übernommen, weil die Anreicherung von nirK-enthaltenden Mikroorganismen mit 
dieser Methode möglich war. Dabei wurde die Inkubationstemperatur auf 15°C 
herabgesetzt, um das Überwachsen der langsam wachsenden Bodenorganismen durch 
bekannte Organismen zu verhindern. Dieser Kultivierungsansatz führte in der vorliegenden 
Arbeit zu 687 Kolonien, von denen jedoch nur 490 auf frisches Medium übertragbar waren. 
Overmann (2006) sieht in dem reduzierten Wachstum nach einem Bakterien-Transfer 
mehrere Ursachen. So könnte die Anzahl der transferierten Zellen für ein erneutes 
Wachstum zu gering gewesen sein oder die Zelle wurde von einem lebensnotwendigen 
Wachstumspartner getrennt, wodurch ein Anwachsen der Kultur nicht mehr möglich war.  
Die übertragbaren, nirK-enthaltenden Kolonien der vorliegenden Arbeit wurden 
anschließend unter anoxischen Bedingungen als Flüssigkulturen in Serumflaschen weiter 
kultiviert. Sowohl die Kultivierung der Flüssigkultur in Serumfalschen als auch die 
Kultivierung auf Festmedium gelten als Batch-Kultivierungsverfahren, da dem 
Kultivierungssystem keine Stoffe zugeführt oder abgeführt werden. Der Zelle steht in einem 
geschlossenen System nur eine limitierte Menge an Kohlenstoff- und Energiequellen zur 
Verfügung. Des Weiteren reichern sich während des Zellwachstums die Produkte des 
Metabolismus im Medium an. Die Zelle ist also in der Batch-Kultur sich stetig verändernden 
Wachstumsbedingungen ausgesetzt. Die Batch-Kultur steht der kontinuierlich-wachsenden 
Kultur gegenüber, in der die Zelle stetig mit Energie- und Kohlenstoffquellen versorgt wird 
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und die Produkte des Metabolismus entfernt werden, sodass die Wachstumsbedingungen 
konstant bleiben. Die Kultivierung von ökologisch relevanten Mikroorganismen über das 
Batch-Kultivierungs-Verfahren steht in der Kritik, da sie nur die Organismen mit der 
höchsten Wachstumsrate und der niedrigsten Substrat-Spezifität selektiert, und nicht die, die 
mikrobielle Prozesse in einem Ökosystem dominieren (Jannasch, 1967). Durch die 
Verwendung eines hoch verdünnten Inokulums wurde das Wachstum des bevorzugten 
Organismus gegenüber dem mit einer höheren Nährstofftoleranz in einer Batch-Kultur 
erhöht (Button et al., 1993). Auch Ferris et al. (1996) erkannten, das das Animpfen mit hoch 
verdünntem Inokulum die Isolierung von bis dahin unkultivierten Organismen erleichtert. 
Allerdings zeigte sich in dieser Arbeit, dass die Isolate des ökologisch relevanten nirK-
Clusters I alle aus unterschiedlichen Verdünnungsstufen stammen. Dabei entsprach die 
Verdünnungsstufe 10-6 einer Kolonieanzahl von 104 Koloniebildende Einheiten (colony 
forming units, CFU) per ml und die Verdünnung 10-8 einer Anzahl von 102 CFU pro ml. Es 
deutet sich an, dass die Verdünnungsstufen der Bodensuspension nicht der entscheidende 
Faktor zur Kultivierung der vorliegenden Isolate ist.  
Der unspezifische Kultivierungs-Prozess der vorliegenden Arbeit wurde unter oxischen 
Bedingungen durch die Verwendung des nährstoffarmen Mediums (Bodenmedium), 
unterstützt. Dieses Minimalmedium geht auf ein Medium zurück, welches speziell für 
Bodenorganismen entwickelt worden ist. So zeichnet es sich zum Beispiel durch eine sehr 
niedrige Konzentration an Phosphaten und eine hohe Konzentration an Calcium aus (Angle 
et al., 1991). Nach einer vierwöchigen Inkubationszeit führte die Kultivierungsmethode der 
vorliegenden Arbeit zur Isolierung von acht nirK-enthaltenden Organismen von denen drei 
zu den nirK-Sequenzen des phylogenetischen Clusters I gruppierten. Durch die 
angewendete, unspezifische Kultivierungsmethoden wie der Verwendung von 
Minimalmedien, einer längeren Inkubationszeit und die Wahl einer habitatspezifischen 
Inkubationstemperatur konnten also ökologisch relevante Organismen isoliert werden.  
 
5. nirK-enthaltende Isolate der nirK-Cluster I, IIa, V und VII  
 
Die nirK-enthaltenden Isolate aus dem Lahn-Wiesenboden konnten anhand der 16S rRNA-
Gen-Phylogenie zur Ordnung der Rhizobiales und zur Klasse der α-Proteobakteria 
zugeordnet werden. Ferner wurden sie als Vertreter der Gattungen Bradyrhizobium, Bosea, 
Mesorhizobium und Devosia identifiziert. Neben Vertreter der Gattung Bradyrhizobium sind 
auch Mesorhizobium Spezies als Stickstoff-fixierende, sowohl in Symbiose lebende als auch 
als freilebende Bakterien bekannt, während Vertreter der Gattungen Bosea und Devosia 
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bisher nicht als solche charakterisiert wurden. Denitrifizierende Spezies wurde neben 
Bradyrhizobium auch innerhalb der Gattung Bosea sowohl auf genomischer als auch auf 
funktioneller Ebene bereits bestimmt. Im Gegensatz zu den Isolaten der Gattungen 
Bradyrhizobium und Bosea, konnte den Mesorhizobium und Devosia zugeordneten Isolaten 
keine Denitrifikationsaktivität von NO3- zu N2O nachgewiesen werden.  
 
5.1 NirK-enthaltende Isolate der nirK-Cluster IIa und VII 
 
5.1.1 Phylogenie und Wachstumsverhalten der Isolate des Clusters IIa  
 
In der vorliegenden Arbeit wurden die nirK-enthaltenden, stäbchenförmigen Isolate 373 und 
484 kultiviert und auf Basis der 16S rRNA-Gen-Phylogenie als Mesorhizobium Spezies 
identifiziert. Die nirK-Squenzen dieser Isolate, deren Zelllänge sich auf 2,0 bis 3,4 µm 
belief, gruppierten in das nirK-Cluster IIa. Die Bakterien der Gattung Mesorhizobium 
werden in weiteren Publikationen als schnell-wachsende Organismen beschrieben 
(Mannetje, 1967; Monza et al., 2006). In der vorliegenden Arbeit ließ sich für diese Isolate 
unter oxischen Bedingungen ein optimaler Temperaturbereich von 25°C bis 30°C 
feststellen. Für die Isolate 373 und 484 ließ sich Wachstum ausschließlich unter oxischen 
Bedingungen nachweisen, was sich durch andere Mesorhizobium Spezies bereits gezeigt 
hatte (Monza et al., 2006). Weiteren Autoren war es hingegen möglich, nirK-enthaltende 
Mesorhizobium-Stämme (NH-14 und 4FB11) unter anoxischen Bedingungen mit Zugabe 
von Nitrit bzw. Nitrat als Elektronenakzeptor zu kultivieren (Okada et al., 2005; Song et al., 
2000). Die unterschiedliche Physiologie dieser Stämme zu den Isolaten spiegelte sich 
sowohl im nirK- als auch im 16S rRNA-Gen-Stammbaum wider. So zeigten die nirK-
Sequenzen der Isolate 373 und 484 eine Sequenzübereinstimmung zu den nirK-Sequenzen 
der denitrifizierenden Mesorhizobium-Stämme NH-14 und 4FB11 von nur 74% bis 78%. 
Die durchschnittliche Sequenzübereinstimmung von nirK-Sequenzen innerhalb eines 
Clusters belief sich in der vorliegenden Arbeit auf 79% bis 93%, wobei phylogenetisch sehr 
nah verwandte nirK-Sequenzen eine Übereinstimmung von 97% bis 100% aufwiesen. Die 
Übereinstimmung mit den Stämmen NH-14 und 4FB11 von 74% bis 78% belegt also eine 
entfernte Verwandtschaft. Ein ähnliches Bild zeichnet sich auf Basis der 16S rRNA-Gen-
Phylogenie ab. Hier lag die Sequenzübereinstimmung der Isolate 373 und 484 zu beiden 
nirK-enthaltenden Mesorhizobium-Stämmen bei 94% bis 96%. Da nach allgemeiner 
Definition innerhalb einer Spezies eine Übereinstimmung der 16S rRNA-Gen-Sequenzen 
von 97% gilt (Stackebrandt und Goebel, 1994), würden die Isolate 373 und 484 der Gattung 
Mesorhizobium und die nirK-enthaltenden Mesorhizobium-Stämme NH-14 und 4FB11 zu 
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unterschiedlichen Spezies gehören. Vielmehr wiesen die 16S rRNA-Gen-Sequenzen der 
Isolate eine Sequenzübereinstimmung von 98% und 99% zu den Mesorhizobium-Stämmen 
CCBAU 11217 und 11299 auf (Yan et al., 2007). Diese Stämme wurden aber bisher nicht 
als Denitrifikanten charakterisiert, sodass auch keine nirK-Sequenz dieser Stämme vorliegt.  
Neben dem nirK-Gen wies der Mesorhizobium-Stamm NH-14 die Denitrifikationsgene norB 
und nosZ auf (Song et al., 2000). Im Gegensatz dazu konnte von der genomischen DNA der 
Isolate 373 und 484 weder das norB- noch das nosZ-Gen amplifiziert werden. Diese wurden 
erst mit einer Sonde im Dot-Blot-Verfahren bestimmt. Eine mögliche Ursache könnte in der 
Modifikation des norB-Gens innerhalb der Primerbindestelle liegen, sodass eine Detektion 
dieser Gene erst mittels einer längeren Sonde und unter weniger stringenten Bedingungen 
möglich war. Obwohl das Enzymbesteck der Denitrifikation nachgewiesen wurde, waren die 
Isolate 373 und 484 nicht fähig, unter anoxischen Bedingungen mit Nitrat als 
Elektronenakzeptor zu wachsen. Es ist möglich, dass den Isolaten für das Wachstum unter 
anoxischen Bedingungen eine zusätzliche Komponente im Medium fehlte. Die vorhandenen 
Denitrifikationsgene nar, nir und nor weisen aber auf die potentielle Fähigkeit der 
Denitrifikation dieser Isolate hin.  
Auch Monza et al. (2006) konnten ein nosZ-Genfragment auf der DNA dem Stamm 
Mesorhizobium loti U226 nachweisen, obwohl dieser keinerlei Wachstum unter anoxischen 
Bedingungen mit Zugabe von Nitrat als Elektronenakzeptor zeigte. Diese Ergebnisse stehen 
im Gegensatz zu den Erkenntnissen der Genomsequenzierung von Mesorhizobium loti, bei 
der keine denitrifizierenden Gene auf dem Genom nachgewiesen wurden (Kaneko et al., 
2000).  
Die isolierten Kulturen deuten darauf hin, dass neben den Mesorhizobium-Stämmen NH-14 
und 4FB11 weitere Spezies das genetische Potential zur Denitrifikation besitzen.  
 
5.1.2 Phylogenie und Wachstumsverhalten der Isolate des nirK-Clusters VII  
 
Die nirK-Sequenz des Isolates 187 gruppierte innerhalb der nirK-Sequenzübereinstimmung 
in das nirK-Cluster VII und wurde auf Basis der 16S rRNA-Gen-Phylogenie mit einer 
Sequenzübereinstimmung von 99% dem Stamm Bosea PD 19 (Dandie et al., 2007a) als 
nächstem phylogenetischem Stamm zugeordnet. Phylogenetische Analysen bestimmten den 
Stamm PD19 als Bosea eneae (La Scola et al., 2003). Die große phylogenetische Nähe 
bestätigte sich ebenfalls auf Basis der nirK- (99% Sequenzübereinstimmung) und der nosZ-
Phylogenie (97% Sequenzübereinstimmung). Weiterhin wies sowohl die DNA des Isolates 
187 als auch die des Stammes PD19 ein norB-Gen auf (Dandie et al., 2007b). Im Gegensatz 
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zu den Gattungen Bradyrhizobium und Mesorhizobium wurde für einige Bosea Spezies erst 
in den letzten Jahren eine symbiontische Lebensweise nachgewiesen (Rincón et al., 2008).  
Des Weiteren zeigt das Wachstum sowohl unter oxischen als auch unter anoxischen 
Bedingungen, dass es sich bei dem vorliegenden Isolat 187 der Gattung Bosea um einen 
fakultativen Anaerobier handelt, der Nitrat und andere oxidierte N-Verbindungen als 
alternativen Elektronenakzeptoren nutzen kann. Während sich die Angaben über die 
Zelllänge von 1,4 µm bis 1,6 µm durch das Isolat 187 bestätigten, lag die optimale 
Wachstumstemperatur für das Isolat 187 bei 25°C anstelle von 30°C bis 37°C (Das et al., 
1996). Die Ursache für die unterschiedliche Temperaturpräferenz kann jedoch in der 
Verwendung unterschiedlicher Medien gesehen werden. So verwendeten sowohl Das et al. 
(1996) als auch Dandie et al. (2007) Komplexmedien, während die optimale 
Wachstumskurve für das Isolat 187 mit dem R2A bestimmt wurde.  
Die nirK-Sequenz des Isolates 205 gruppierte in das phylogenetische nirK-Cluster VII. Die 
nächsten kultivierten und phylogenetisch verwandten Spezies des Isolates 205 wurden 
anhand des 16S rRNA-Gens mit einer Sequenzübereinstimmung von 97% als eine Devosia 
limi bestimmt. Diese Bodenbakterien gehören zur Familie der Hyphomicrobiaceae und 
wurden erstmals 1996 beschrieben (Nakagawa et al., 1996). Weiterhin konnte sowohl bei 
der Spezies Devosia neptun (Rivas et al., 2003) als auch bei Devosia ribolavina (Nakagawa 
et al., 1996) eine Nitrat- und Nitrit-Reduktion nachgewiesen werden. Auf dem Genom des 
Isolates 205 konnte hingegen nur nirK als einziges Gen der Denitrifikation bestimmt 
werden. Bisher wurde die Denitrifikation weder auf genomischer noch auf funktioneller 
Ebene für Vertreter der Gattung Devosia nachgewiesen. So liefert das Isolat der 
vorliegenden Arbeit den ersten Nachweis eines nirK-Gens innerhalb dieser Gattung.  
Da das Isolat 205 keinerlei Wachstum in Flüssigmedium zeigte, konnte weder ein Umsatz 
von NO3- zu N2O noch konnten die optimalen Wachstumsparameter bestimmt werden. Dies 
steht im Gegensatz zu Ergebnissen von Yoo et al. (2006), deren Devosia-Kultur in flüssigem 
R2A-Medium innerhalb von zwei Tagen die maximale Wachstumsdichte erreicht hatte.  
Des Weiteren konnte in der vorliegenden Arbeit ebenfalls keinerlei Wachstum unter 
anoxischen Bedingungen auf Festmedium verzeichnet werden. Dies zeigte sich auch in 
anderen Studien, in denen Wachstum ebenfalls nur unter oxischen Bedingungen, allerdings 
sowohl auf Fest- als auch in Flüssigmedium, bestimmt wurden (Nakagawa et al., 1996; 
Vanparys et al., 2005; Yoo et al., 2006; Yoon et al., 2007). Diese Beobachtung deutet darauf 
hin, dass das nirK-Gen über horizontalen Gentransfer in den Stamm gelangt sein könnte und 
funktionslos bezüglich der Denitrifikation ist. Weiterhin kann das Enzym der kupfer-
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haltigen Nitrit-Reduktase auch andere Funktionen ausüben. So wurden Bakterien isoliert, 
deren kupfer-haltige Nitrit-Reduktase toxisches Selenit in elementares Selenium reduziert 
(Basaglia et al., 2007). Daher kann nur der Nachweis eines nirK-Gens nicht als eindeutiger 
Beweis für eine potentielle vorhandene Denitrifikation gewertet werden.  
 
5.2 NirK-enthaltende Isolate der nirK-Cluster I und V 
 
5.2.1 Identifizierung der Isolate der nirK-Cluster I und V anhand der 16S rRNA-Gen-
Phylogenie 
 
Obwohl die Fähigkeit zur Denitrifikation unter anoxischen Bodenbedingungen energetisch 
von großem Nutzen ist, finden sich nur den Spezies Bradyrhizobium japonicum, 
Sinorhizobium meliloti und Azorhizobium caulinodans unter der Ordnung Rhizobiales, die 
das vollständige Enzymbesteck der Denitrifikation besitzen (Davidson et al., 1993; Garcia-
Plazaola et al., 1993; Holloway et al., 1996; Mesa et al., 2004). Auch neueste Studien 
konnten denitrifizierende Aktivitäten innerhalb der Gattung Bradyrhizobium nur für die 
Spezies B. japonicum feststellen (Fernández et al., 2008; Sameshima-Saito et al., 2004). 
Durch die Kopplung zwischen Denitrifikation und Stickstoff-Fixierung wird unter 
anoxischen Bedingungen überschüssiger Stickstoff (in Form von Nitrat), der sich hemmend 
auf die Stickstoff-Fixierung auswirken würde, über die Denitrifikation eliminiert (Mesa et 
al., 2004; O`Hara und Daniel, 1985). Ferner besitzt die Denitrifikation eine wichtige 
Entgiftungsfunktion für die Zellgifte NO2 und NO. Diese können durch die vorhandene 
Stickstoffmonoxid-Synthase-Aktivität sowohl in der Wurzel als auch in den Knöllchen von 
Lupinus gebildet werden (Yamasaki und Sakihama, 2000). 
Neben der vollständigen Denitrifikation zum molekularen Stickstoff zeigte sich bei manchen 
Stämmen von Bradyrhizobium japonicum eine verkürzte Denitrifikation, die mit der 
Produktion von N2O abschließt (Sameshima-Saito et al., 2004). Diese Vielfalt der 
Denitrifikationsprozesse innerhalb einer Spezies spiegelt sich auch in den Isolaten der 
vorliegenden Arbeit wider. Während durch das Fehlen des nosZ-Gens sich für das Isolat 471 
eine verkürzte Denitrifikation andeutete, wies die DNA des Isolates 467 hingegen alle Gene 
der Denitrifikation auf. Trotz unterschiedlicher Denitrifikationsgene wurden aber beide 
Isolate anhand der übereinstimmenden 16S rRNA-Sequenz von 98%, als eine 
Bradyrhizobium Spezies identifiziert. Ebenso wurden die Isolate 469 und 406 der Gattung 
Bradyrhizobium zugeordnet. Beide wiesen das komplette Enzymbesteck der Denitrifikation 
auf. Es ist jedoch zu beachten, dass die nirK-Sequenz des Isolates 469 nicht zu den nirK-
Sequenzen des nirK-Clusters I, sondern in Cluster V gruppierte (siehe Abb.5). Innerhalb des 
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nirK-Stammbaumes zeichnete sich daher eine Differenzierung zwischen den einzelnen 
Arten der Gattung Bradyrhizobium ab.  
Die Sequenzübereinstimmung der 16S rRNA-Gen-Sequenzen innerhalb der Gattung 
Bradyrhizobium ist sehr hoch. Zur Differenzierung der Spezies wird deshalb neben dem 16S 
rRNA-Gen auch die Sequenzierung der „internal transcribed spacer“ Region genutzt. Diese 
Region erhöht die Abgrenzung der Bradyrhizobium Spezies voneinander (van Berkum und 
Fuhrmann, 2000). Die hohe Sequenzübereinstimmung zu verschiedenen Spezies der 
Gattung Bradyrhizobium bestätigte sich im Falle der Isolate 469, 467 und 471. Mit 
Ausnahme des Isolates 469 zeigten keine Isolate der vorliegenden Arbeit eine 
phylogenetische Nähe zur bisher einzigen denitrifizierenden Spezies B.japonicum. Das lässt 
die Vermutung zu, dass neben B. japonicum auch andere Spezies in der Lage sind zu 
denitrifizieren. Eine abschließende Aussage kann aber nur auf Gattungsebene getroffen 
werden, da von einigen nächsten verwandten Stämmen der Bradyrhizobium keine 
Speziesbeschreibung vorliegt, sodass es sich auch um Subspezies von B.japonicum handeln 
könnte.  
 
5.2.2 Vergleich der kultivierten Isolate der nirK-Cluster I und V 
 
Die Isolate 471, 406, 467 und 469 wurden anhand der übereinstimmenden 16S rRNA-
Sequenz der Gattung Bradyrhizobium zugeordnet. Während die nirK-Sequenz des Isolates 
469 zu der nirK-Sequenz von Bradyrhizobium japonicum USDA 110 in Cluster V 
gruppierte, fielen die nirK-Sequenzen der Isolate 406, 467 und 471 in das Cluster I. Dort 
zeigten sie eine Übereinstimmung von über 90% mit nirK-Umweltsequenzen, was Ausdruck 
großer phylogenetischer Nähe ist. Bisher enthielt das nirK-Cluster I nur die nirK-Sequenz 
eines Isolates als einzigen kultivierten Vertreter. Dieses Isolat wurde aus aquatischen 
Umweltproben (Chesapeake Bay, Maryland, USA) isoliert (Casciotti und Ward, 2001). 
Darüber hinaus wurden noch weitere Bakterien, deren DNA das nirK-Gen aufwiesen aus 
diesem küstennahem Habitat kultiviert. Anhand des 16S rRNA-Gens wurden diese als 
Vertreter der Gattung Nitrosomonas identifiziert (Casciotti und Ward, 2001; Voytek und 
Ward, 1995) und wiesen auf genomischer Ebene neben dem nirK- auch das norB-Gen auf. 
Während die funktionelle Ebene für diese Nitrosomonas-Stämme noch nicht bestimmt 
wurde, wiesen die Spezies Nitrosomonas europae sowohl die Gene nir und nor als auch eine 
N2O-Produktion auf (Beaumont et al., 2002; Beaumont et al., 2004). Der Nachweis von 
Denitrifikationsgenen in nitrifizierenden Nitrosomonas-Stämmen war nicht erstaunlich, da 
bereits die Reduktion von Nitrat zu Nitrit, Ammonium oder Distickstoffoxid bei Nitrobacter 
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Spezies und ebenso bei Nitrosospira Spezies beobachtet wurde (Bock et al., 1988; Shaw et 
al., 2006). Phylogenetische Analysen der nirK-Sequenzen der Nitrosomonas-Stämme von 
Casciotti et al. (2001) ergaben eine Übereinstimmung mit den nirK-Sequenzen des 
Stammbaumes von maximal 68%. Damit wiesen sie keine phylogenetische Nähe zu den 
nirK-Sequenzen des nirK-Stammbaumes auf (siehe Abb.5). Eine Ausnahme bildete die 
nirK-Sequenz des Nitrosomonas-Stammes TA-921i-NH4, die in das Cluster I gruppierte. 
Diese Sequenz war jedoch mit 80% Sequenzübereinstimmung nur sehr gering zu den 
anderen nirK-Sequenzen des Clusters I verwandt, wohingegen die meisten Sequenzen dieses 
Clusters untereinander eine Übereinstimmung von mehr als 90% zeigten. Die separate 
Stellung dieser nirK-Sequenz innerhalb des Clusters I wurde durch eine Vielzahl an Studien 
belegt (Avrahami et al., 2002; Bremer et al., 2007; Priemé et al., 2002; Wolsing und Priemé, 
2004; Zhang et al., 2006). Da Cluster I von nirK-Sequenzen aus Böden dominiert wird, 
entsprach die entfernte phylogentische Stellung der nirK-Sequenz von Nitrosomonas TA-
921i-NH4 aus dem marinen Habitat den Erwartungen. Im Vergleich zu Nitrosomonas TA-
921i-NH4 zeigten die nirK-Sequenzen der kultivierten Denitrifikanten 471, 406 und 467 
eine größere phylogenetische Nähe zu den nirK-Umweltsequenzen innerhalb des Clusters I. 
Da die Isolate 471, 406 und 467 aus Bodenproben stammen, sind taxonomische und 
physiologische Schlüsse von ihnen bezüglich der unkultivierten Denitrifikanten des Cluster 
I eher möglich als von dem Stamm TA-921i-NH4. Der Unterschied zwischen Nitrosomonas 
TA-921i-NH4 und den Isolaten 406, 467 und 471 zeichnet sich auch anhand ihrer 16S 
rRNA-Gen-Phylogenie ab. So gehören die neuen Isolate 471, 406 und 467 alle zu den α-
Proteobakteria, während Nitrosomonas TA-921i-NH4 zu den β-Proteobakteria zählt.  
Die separate phylogenetische Stellung des Nitrosomonas TA-921i-NH4 und die große 
phylogenetische Nähe der unterschiedlichen nirK-Sequenzen der Isolate 406, 467 und 471 
der Gattung Bradyrhizobium zu den Umweltsequenzen des nirK-Clusters I deuten darauf 
hin, dass die nirK-Sequenzen des Clusters I von Bradyrhizobium Spezies stammen könnten. 
Obwohl das nirK-Genfragment im Gesamtbaum phylogenetisch sehr divers ist, weisen die 
nirK-Sequenzen des Clusters I eine große phylogenetische Nähe auf, was vermuten lässt, 
dass sie einer einzelnen Spezies entstammen.  
 
5.2.3 Nächste phylogenetische Verwandte der Isolate im nirK-Cluster I  
 
Wie zuvor festgestellt wurde, deuten die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit auf eine 
phylogenetische Nähe der nirK-Cluster I Bakterien zu der Gattung Bradyrhizobium hin. Die 
größte phylogenetische Nähe weisen die nirK-Sequenzen der Isolate 406, 467 und 471 zu 
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nirK-Klonsequenzen aus Bodenproben der Monokulturen Plantago lanceolata 
(Spitzwegerich) und Holcus lanatus (Wolliges Honiggras) auf (Bremer et al., 2007). Diese 
Nähe wird durch eine Sequenzübereinstimmung zwischen nirK-Sequenzen der Isolate und 
den nirK-Sequenzen der Klone von 98% und 99% unterstützt. Die Mehrzahl (86 von 109) 
der nirK-Klonsequenzen von Bremer et al (2007) gruppierten in das Cluster I. Die große 
Ähnlichkeit zwischen den nirK-Sequenzen der Isolate und den nirK-Sequenzen aus der 
Rhizosphäre von Plantago lanceolata und Holcus lanatus entspricht der Ähnlichkeit ihrer 
Habitate. Sowohl die nirK-Klonsequenzen der Monokultur als auch die Isolate stammen aus 
Wiesenbodenproben. Wie bereits von Bremer et al. (2007) festgestellt wurde, üben 
Wurzelexudate einen spezies-spezifischen Einfluss auf die mikrobielle Gemeinschaft von 
nirK-Denitrifikanten aus. Hierbei bestimmt vermutlich die Zusammensetzung der Exudate 
die Komposition der mikrobiellen Gemeinschaft (Orwin et al., 2006). Bremer et al. (2007) 
schlussfolgern, dass die nicht-leguminosen Pflanzen einen spezies-spezifischen Effekt auf 
die funktionelle Gruppe der nirK-Denitrifikanten ausüben. Die Zusammensetzung der 
kultivierten Isolate 471, 467 und 406 der Gattung Bradyrhizobium könnten also durch 
Wurzelexudate von nicht-leguminosen Pflanzen beeinflusst worden sein. Aufgrund der 
diversen geographischen Probenorte im Cluster I kann ferner vermutet werden, dass die 
Bakterien der Gattung Bradyrhizobium Generalisten sind, die in verschiedenen Böden 
freilebend oder in Symbiose vorkommt.  
 
5.2.4 Vergleichende Phylogenie der nir-, nor- und nos-Gene der Isolate  
der nirK-Cluster I und V 
 
Die Charakterisierung von Denitrifizierer-Gemeinschaften in Umweltproben erfolgt anhand 
phylogenetischer Analysen der nir-, nor- und nos-Gene. Diese Charakterisierungen lassen 
jedoch keine Schlussfolgerung über die evolutionäre Beziehung zwischen diesen Genen zu, 
da die Zusammenstellung der Denitrifikanten-Gemeinschaft nicht von jedem 
Denitrifikationsgen deckungsgleich widergespiegelt wird (Heylen et al., 2007). Dies kann 
zum einem durch die Primerwahl bedingt sein oder zum anderen durch das Auftreten 
vereinzelter Gene für die Reduktionsschritte der Denitrifikation. Anhand von Reinkulturen 
lassen sich hingegen evolutionäre Beziehungen zwischen funktionellen Genen analysieren, 
da hier der Bezug auf eine einzelne Spezies sichergestellt ist. Eine allgemeine Aussage über 
die evolutionäre Beziehung für alle kultivierten Denitrifikanten treffen zu wollen ist nicht 
möglich, da die Gene an verschiedenen Orten des Bakterien-Genoms lokalisiert sein 
können, zum Beispiel in einem Cluster auf dem Chromosom, verstreut über das gesamte 
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Chromosom oder auf einem Plasmid. Damit unterliegen sie unterschiedlichen evolutionären 
Ereignissen.  
Die gemeinsame Lokalisation der Denitrifikationsgene zeigt sich am Beispiel des Stammes 
Sinorhizobium meliloti 1021 der diese Gene auf dem Plasmid, pSymA trägt (Holloway et 
al., 1996) sowie am Beispiel der Spezies Pseudomonas stutzeri, wo sie in einem Cluster 
organisiert sind. In diesen Fällen könnte von einer gemeinsamen Evolution der 
Denitrifikationsgene ausgegangen werden (Zumft, 1997). Währenddessen sind die 
Denitrifikationsgene im Falle von B.japonicum über das gesamte Chromosom verteilt , 
wodurch unabhängige Evolutionsrichtungen der einzelnen Gene möglich werden (Mesa et 
al., 2004; Zumft, 2005).  
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NZ_AAYC01000005, Roseobacter sp. SU 209-2-6
DQ377792, Achromobacter sp.
NC_010170, Bordetella petrii
AY074762, Azospirillum sp. A 1-3,
AF361792, Azospirillum brasilense
NC_006569, Silicibacter pomeroyi DSS-3
NC_008209, Roseobacter denitrif icans OCh114
AM279767, Nisaea denitrifcans
X74792, Paracoccus denitrificans
Isolate 406
Isolate 467
NC_004463, Bradyrhizobium japonicum USDA 110
Isolate 469
DQ377801, Ensifer adhaerens PD 29
NC_009668, Ochromobacterium anthropi ATCC 49188
Mesorhizobium 4FB11
0.10
AM284360, Rhizobium sp. R-26467
NC003305, Agrobacterium tumefaciens str. C58
AM284341, Pseudomonas sp. R-25208
Corynebacterium nephridii
AM284354, Brucella sp. R-26895
Ochrobactrum anthropi GSF M26
AB031072, Alcaligenes faecalis S-6
AM284338, Ochrobactrum sp. R-24291
AE009732, Brucella melitensis
AF083948, Pseudomonas sp. G-179
AM284344, Sinorhizobium sp. R-25078
Isolat 469
AJ132911, Bradyrhizobium japonicum
Isolat 471
Isolat 406
Isolat 467
Blastobacter denitrificans DSM 1003
AM284347, Methy lobacterium sp. R-25207
AJ298324, Achromobacter cycloclastes
AE007257, Sinorhizobium meliloti
Rhizobium meliloti 1021
AM284339, Rhizobium sp. R-24654 
Isolat 187
Azospirillum brasilense Sp7
0.10
3
4
0.10
Isolat 471
AM235259, HlS3-120, Monokulturboden
AM235288, PlH3-131, Monokulturboden
Klon 9.8, Lahn-Wiesenbodenproben
AB162335, Belebtschlamm
AM235235, HlS3-31, Monokulturboden
Klon Swe26, schwedische Bodenproben
Klon Ger 9
Klon 1.3, Lahn-Wiesenboden
Klon Ger26
DQ304263, Boden, Schweden
Klon 9.12, Lahn-Wiesenbodenproben
AM235221, HlS3-9, Monokulturboden
AM235260, HlS3-122, Monokulturboden
AM235277, PlH3-40, Monokulturboden
Klon 2.6, Lahn-Wiesenbodenproben
AJ487555, Agrarboden, Eberstadt, Deutschland
AY121544, Moorboden
DQ304119, Boden, Schweden
AY249375, Agrarboden, Taastrup, Dänemark
Isolat 406
Isolat 467
AM235275, PlH3-27, Monokulturboden
DQ304344, Schweden
Klon Swe 1, schwedische Bodenproben
AY195809, Sediment, Pazif ik-Küste Mexiko
Klon 2.1, Lahn-Wiesenbodenproben
AY121554, Moorboden, Michigan, USA 
Klon 2.13, Lahn-Wiesenbodenproben
AY249334, Agrarboden, Taastrup, Dänemark
AY683858, Waldboden, Plateau, Tibet
AY249357,Agrarboden, Taastrup, Dänemark
AY583385, Agrarboden, Brunnby, Schweden
Klon 2.22, Lahn-Wiesenbodenproben
Klon 7.3, Lahn-Wiesenbodenproben
3 Klone, Lahn-Wiesenbodenproben
AY121519, Moorboden, Michigan, USA
AY249371,Agrarboden, Taastrup, Dänemark
AM235265, HlS3-172, Monokulturboden
DQ304389, Schweden
AM235231, HlS3-24, Monokulturboden
Klon Swe 32, schwedische Bodenproben
AM235220, HlS3-8, Monokulturboden
AM235264, HlS3-168, Monokulturboden
AY249368, Agrarboden, Taastrup, Dänemark
AY683847, Waldboden, Qing-Zang Plateau, Tibet
Klon 1.20, Lahn-Wiesenbodenproben
DQ304336, mit Klärschlamm angereicherter Boden
AY425148, Agrarboden, Brunny, Schweden
AF339049, Nitrosomonas sp. TA-921i-NH4
AM235246, HlS3-52, Monokulturboden
Klon1.13, Lahn-Wiesenbodenproben
2a
AY649436, Bradyrhizobium elkanii
AY928206, Bradyrhizobium bacterium 2RO3
EU335230, uncultured bacterium
EU881315, uncultured bacterium
EU335430, uncultured bacterium
DQ303337, uncultured Bradyrhizobium
AF408979, Bradyrhizobium group
Isolat 471
DQ303353, uncultured Bradyrhizobium
AB195987, Bradyrhizobium elkanii
AB240363, uncultured bacterium
DQ303328, uncultured Bradyrhizobium
EF516787, uncultured bacterium
DQ303336, uncultured Bradyrhizobium
Isolat 467
DQ303330, uncultured Bradyrhizobium
AB272326, Bradyrhizobium elkanii
AY904754, Bradyrhizobium elkanii
DQ202229, uncultured bacterium
DQ202232, uncultured bacterium
EU861967, uncultured soil
DQ303345, uncultured Bradyrhizobium
EF612397, uncultured alpha
Z94805, Bradyrhizobium genosp. BDV51
Isolat 406
0.10
EF394148, Bradyrhizobium japonicum CCBAU 4327
AF363135, Bradyrhizobium japonicum MSDJ 5697
EU364712, Bradyrhizobium yuanmingense R8
FJ025098, Bradyrhizobium japonicum SEMIA
EU364719, Bradyrhizobium sp. RP7b
DQ447782, Bradyrhizobium canariense MSFC 2-M3
DQ490366, Bradyrhizobiaceae bacterium KVD-1
Isolat 469
AY507983, Bradyrhizobium sp. PT27
AY507985, Bradyrhizobium sp. PT36
DQ310709, Bradyrhizobium sp. U416
0.10
1a
1b
Klon Swe 23, Bodenproben, Schweden
Isolat 469
Bradyrhizobium japonicum USDA 110
DQ411048, Belebtschlamm
AY195817, Sediment, Pazifik-Küste, Mexiko
DQ411042, Belebtschlamm
Bradyrhizobium sp. BTAi1
Blastobacter denitrif icans
Bradyrhizobium sp. ORS278
DQ182205, Belebtschlamm
DQ304316, mit Klärschlamm angereicherter Boden
AY072271, saurer Waldboden, Chorbus
0.10
2b
 
 
Abbildung 17: Auszüge der phylogenetischen Bäume; 1a und b: 16S rRNA-Gen-Stammbaum (siehe 
Abb. 6); 2a: Cluster I des nirK-Stammbaums; 2b: Cluster V des nirK-Stammbaums (siehe Abb. 5); 
3: norB-Stammbaum (siehe Abb. 8); 4: nosZ-Stammbaum (siehe Abb. 9). Die Berechnung beruht 
auf der Neighbour-Joining Methode. Der Maßstab entspricht 10% Sequenzunterschied. Die 
Sequenzen der Isolate sind in blau und die der Klonbibliothek in rot markiert.  
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Die nirK-, norB- und nosZ-Phylogenien des Isolates 469 aus dem nirK-Cluster V verhielten 
sich kongruent zueinander (siehe Abb. 17). Alle Phylogenien zeigten eine nahe 
Verwandtschaft zu den Sequenzen von B.japonicum. Zwar wurde das Isolat 469 anhand der 
16S rRNA-Gen-Sequenzierung den Spezies B.canariense und Bradyrhizobium sp. RP7b 
zugeordnet, jedoch war eine Sequenzübereinstimmung von 98% ebenfalls für B.japonicum 
MSDJ5697 bestimmt worden. Das kongruente Bild der Phylogenien der funktionellen Gene 
nirK, norB und nosZ zeigte sich ebenfalls für die Isolate 406, 467 und 471 des nirK-Clusters 
I. Insbesondere die große phylogenetische Nähe der Isolate 406 und 467 im nirK-Cluster I 
(Sequenzübereinstimmung von 90%) spiegelte sich sowohl in der norB-Phylogenie 
(Sequenzübereinstimmung von 91%) als auch in der nosZ-Phylogenie 
(Sequenzübereinstimmung von 100%) wider.  
Als phylogenetisch nächsten Verwandten dieser Isolate 406, 467 und 471 auf Basis der 16S 
rRNA-Gen-Phylogenie (siehe Tab. 19) wurden Spezies der Gattung Bradyrhizobium 
bestimmt, die bislang nicht als Denitrifikanten charakterisiert worden waren.  
Der einzige kultiverte und denitrifizierende Vertreter dieser Gattung war B. japonicum. Die 
entfernte Verwandtschaft der Isolate 406, 467 und 471 zu B. japonicum, die anhand der 16S 
rRNA-Gen-Sequenz ermittelt worden war, zeigte sich ebenfalls auf Basis der nirK-
Phylogenie (Sequenzübereinstimmung von 71% bis 79%), während die norB- (88% bis 
100% Sequenzübereinstimmung) und nosZ-Gene (94% Sequenzübereinstimmung) eine 
größere phylogenetische Nähe zeigten. Daraus könnte die Schlussfolgerung gezogen 
werden, dass das nirK-Gen ein differenzierters Bild der phylogenetischen Beziehung 
widerspiegelt, als das norB-Gen oder nosZ-Gen. Obwohl der Verwandtschaftsgrad nicht 
identisch ist, ist dieselbe phylogenetische Einordnung der vorliegenden Isolate erkennbar 
(siehe Abb. 17). Diese kongruente Phylogenie könnte auf ein gemeinsames 
Denitrifikationscluster hindeuten, in dem die Denitrifikationsgene dieser Isolate organisiert 
sind. 
Im Gegensatz zu den kongruenten Phylogenien der Cluster I Isolate, zeigten viele 
vergleichende Studien von Isolaten eine Diskrepanz zwischen den Phylogenien funktioneller 
Gene und der 16S rRNA-Gen-Phylogenie (Dandie et al., 2007a; Delorme et al., 2003; 
Goregues et al., 2005; Gregory et al., 2003). Diese Studien bezogen sich jedoch entweder 
nicht auf das nirK-Gen oder auf andere phylogenetische Cluster des nirK-Baumes. Die 
Diskrepanz zeigt sich vor allem im nirK-Cluster VII, wo sowohl nirK-Sequenzen von α-
Proteobakteria (Agrobacterium tumefaciens, Rhizobium spp.) gruppierten als auch β-
Proteobakteria (Diaphorobacter sp.) und Bacilli (Bacillus sp.R-31856). Das nirK-Cluster I 
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war bislang nur im Falle des Isolates Nitrosomonas TA-921i-NH4 Gegenstand 
phylogenetischer Vergleiche gewesen. Hierbei wurde ebenfalls eine Kongruenz zwischen 
der nirK- und 16S rRNA-Gen-Phylogenie nachgewiesen (Casciotti und Ward, 2001; Heylen 
et al., 2006a). Es ist aber zu beachten, dass der Stamm TA-921i-NH4, zu den β-
Proteobakteria gehört, während die nirK-enthaltenden Isolate in diesem Cluster zur Klasse 
der α-Proteobakteria zu zuordnen sind. Allerdings zeigt sich anhand der entfernten 
Verwandtschaft der nirK-Sequenzen der Isolate zu der des Nitrosomonas-Stamm mit einer 
Sequenzübereinstimmung von 80%, eine Abgrenzung der Klassen auf nirK-Ebene. 
Möglicherweise handelt es sich also bei den nirK-Sequenzen des Clusters I, deren 
Sequenzen über 90% mit denen der Isolate dieser Arbeit übereinstimmen, um ein 
Bradyrhizobium spezifisches Subcluster, wie es bereits für die Familie Rhizobiaceae 
berichtet wurde (Heylen et al., 2006a). Bisher waren phylogenetische Aussagen über die 
Isolate des nirK-Clusters I nicht möglich, da keine eng verwandten Isolate zu den 
Umweltsequenzen vorlagen.  
 
5.2.5 Phylogenie und Wachstumsverhalten der Isolate der nirK-Cluster I und V 
 
Wie in den vorangegangen Kapiteln bereits beschrieben, wurden die Isolate der nirK-Cluster 
I und V als Vertreter der Gattung Bradyrhizobium identifiziert. Bakterien der Gattung 
Bradyrhizobium liegen sowohl in Symbiose als auch freilebend vor und werden in sechs 
Spezies unterteilt: B. japonicum, B. elkanii, B. yuanmingense, B. betae, B. canariense, B. 
liaoningense, und B. denitrificans (Jordan, 1982; Kuykendall et al., 1992; Rivas et al., 2004; 
van Berkum et al., 2006; Vinuesa et al., 2005; Xu et al., 1995; Yao et al., 2002). Weiterhin 
zeichnen sich Bakterien der Gattung Bradyrhizobium, im Vergleich zur Gattung 
Mesorhizobium durch ihr langsames Wachstumsverhalten aus (Fernández et al., 2008; 
Kuykendall, 2005; Monza et al., 2006). Dies bestätigt sich anhand der Daten dieser Arbeit, 
in denen die Isolate der Gattung Bradyrhizobium des nirK-Clusters I die maximalen 
Wachstumsdichten unter anoxischen Bedingungen mit Nitrat als Elektronenakzeptor nach 
maximal 14 Tagen und unter oxischen Bedingungen nach maximal drei Tagen erreichten. 
Die Spezies der Gattung Bradyrhizobium werden als Gram-negative, pleomorphe Stäbchen 
mit einer Zelllänge von 1,2 µm bis 3,0 µm beschrieben und gelten als mobil. Sie wachsen 
optimal bei einer Temperatur von 25°C bis 30°C und einem pH-Wert zwischen 6 bis 7 
(Kuykendall, 2005). Auch diese Isolate der vorliegenden Arbeit wiesen eine 
durchschnittliche Zelllänge von 2,3 µm bis 2,5 µm auf, hatten eine optimale 
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Wachstumstemperatur von 25°C und konnten als fakultative Anaerobier charakterisiert 
werden.  
Innerhalb der Isolate der Gattung Bradyrhizobium zeigten sich unterschiedliche Präferenzen 
der Medien. Während die Isolate 471 und 467, die derselben Bradyrhizobium Spezies 
zugeordnet wurden, R2A-Medium bevorzugten, präferierten die Isolate unterschiedlicher 
Bradyrhizibium Spezies 406 und 469, das YEM-Medium. Die Bevorzugung von 
unterschiedlichen Medien, spiegelt sich in der Phylogenie der Isolate wider. 
Zusammenfassend ist festzustellen, dass die in der Literatur angegebenen Charakteristika 
sich in den vorliegenden Isolaten wiederfinden lassen. 
 
6. Aktivitätsmessungen anhand des Umsatzes von NO3- zu N2O  
 
Die Aktivität der Denitrifikanten wurde anhand des Umsatzes von NO3- zu N2O gemessen. 
Frühere Studien nahmen die Abnahme an Nitrat und Nitrit als Maß der Denitrifikation, doch 
konnte dadurch keine Unterscheidung zwischen Denitrifikation und Nitrat-Atmung 
getroffen werden (Betlach, 1982). Um Denitrifikation als anaeroben Atmungsprozess 
begründen zu können, müssen nach Mahne und Tiedje (1995) zwei Kriterien erfüllt werden: 
Zum einen soll mindestens 80% des eingesetzten NO3- oder NO2- zu N2O und N2 umgesetzt 
werden, zum anderen soll dieser Umsatz mit einem Anstieg des Wachstums korreliert sein.  
Für Propionibakterium sp. und Fusarium oxysporum konnten Umsätze des NO3- zu N2O 
von 100% bestimmt werden (Kaspar, 1982; Shoun und Tanimoto, 1991). In diesem Sinne 
wurde Denitrifikation für eine Vielzahl an Bakterien nachgewiesen (Mahne und Tiedje, 
1995) unter anderem für B. japonicum. Nach den Kriterien von Mahne und Tiedje (1995) 
konnten nur bei den Isolaten 467 und 187 die Denitrifikation als anaerober Atmungsprozess 
nachgewiesen werden, da deren Umsetzungsraten über 80% lagen und Zellwachstum zu 
verzeichnen war. Die Isolate 469 und 471 zeigten während des Umsatzes zu N2O (% 
Umsatz) auch ein ansteigendes Zellwachstum, was auf Energieumsetzung und den Aufbau 
von Biomasse durch die Denitrifikation schließen lässt. Vermutlich handelt es sich bei den 
Isolaten 469 und 471 trotz geringerer Umsetzungsraten um denitrifizierende fakultativ 
anaerobe Bakterien. Eine Erklärung für diese geringen Umsatzraten könnte auf kleinste 
Mengen an verbliebenden Sauerstoff in den Kulturansätzen zurückgehen, der unter Acteylen 
eine Reaktion mit NO eingehen kann und somit der Reduktion zu N2O nicht mehr zur 
Verfügung steht (Bollmann und Conrad, 1997).  
Es ist anzumerken, dass sich die von Mahne und Tiedje (1995) aufgestellten Kriterien auf 
hoch wachsende Denitrifikanten bezogen und somit Denitrifikanten mit geringem 
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Wachstum nicht miteinbezieht. Neben den Isolaten zeigten ebenfalls B. japonicum und 
Mesorhizobium 4FB11 sowohl Zellwachstum als auch N2O-Produktion (% Umsatz). Die 
Umsetzungen über 100%, die sowohl in Messungen von Mahne und Tiedje (1995) als auch 
bei Schwarz (2002) auftraten, könnten auf Messungenauigkeiten zurückgehen  
 
7. Schlussfolgerung und Ausblick  
 
Durch die in der vorliegenden Arbeit angewendete Kultivierungsmethode wurden nirK-
enthaltende Isolate kultiviert. Diese Kultivierungsmethode war nicht spezifisch auf 
Denitrifikanten ausgerichtet, sondern verfolgte eine unspezifische Kultivierungsstrategie. 
Die nirK-Sequenzen der Isolate gruppierten die phylogenetischen nirK-Cluster I, IIa, V und 
VII. Anhand der isolierten Kulturen sind erste Charakterisierungen des nirK-Clusters I 
möglich, welches durch nirK-Sequenzen unkultivierter Organismen dominiert ist. 
Phylogenetische Analysen identifizierten die nirK-enthaltenden Denitrifikanten des Clusters 
I als Vertreter der Gattung Bradyrhizobium. Aufgrund der großen phylogenetischen Nähe 
zwischen den nirK-Sequenzen der Isolate und den nirK-Umweltsequenzen des Clusters lässt 
sich die Vermutung eines Bradyrhizobium-spezifischen Subclusters innerhalb des Clusters I 
aufstellen. Die Isolate der Gattung Bradyrhizobium als auch der Gattung Bosea, dessen 
nirK-Sequenz in das Cluster VII gruppierte, wiesen auf genomischer Ebene alle Gene der 
Denitrifikation (nar/nap, nir und nor) zu N2O auf. Dies bestätigte sich ebenso auf 
funktioneller Ebene aufgrund messbarer Umsetzung von NO3- zu N2O. Im Vergleich der 
Phylogenien der funktionellen Gene nirK, norB und nosZ stellte die nirK-Phylogenie das 
differenzierteste Abbild der denitrifizierenden Gemeinschaft dar. Für die Isolate 373 und 
484 der Gattung Mesorhizobium konnten zwar auf genomischer Ebene die Gene nar, nir und 
nor nachgewiesen werden, jedoch war kein Wachstum unter anoxischen Bedingungen mit 
NO3- als Elektronenakzeptor messbar und somit auch keine Aktivität der Enzyme 
nachweisbar. Bisherige Kultivierungsstudien konnten nirK-enthaltende, denitrifizierende 
Mesorhizobium-Stämme zwar nachweisen, jedoch standen diese nicht in direkter 
phylogenetischer Nähe zu den in der vorliegenden Arbeit kultivierten Isolaten der Gattung 
Mesorhizobium. Die Ergebnisse lassen vermuten, dass es sich bei den isolierten Vertretern 
der Gattung Mesorhizobium, um eine andere Spezies handelt.  
Das Isolat 205 der Gattung Devosia wies als einziges Gen der Denitrifikation nirK auf. Da 
die anderen Denitrifikationsgene nar/nap, nor und nos nicht gefunden wurden und auch 
keine Umsetzung zu N2O nachgewiesen wurde, ist eine Denitrifikation unwahrscheinlich. 
Das deutet auf die Funktionslosigkeit des vorhandenen nirK-Gens und möglicherweise auf 
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dessen Erwerb durch horizontalen Gentransfer hin. Änderungen der 
Kultivierungsbedingungen, z.B. des Mediums könnten vermutlich zu einem Wachstum in 
Flüssigmedium führen.  
Anhand der vorliegenden Isolate ist es nun möglich, das Gesamt-Genom dieser Isolate zu 
sequenzieren, um damit Aussagen über die Lokalisation der Denitrifikationsgene treffen zu 
können. Dieses Vorgehen könnte weitere Hinweise über die nirK-Gene des Cluster I geben. 
Neben nirK-Cluster I werden die Cluster IIb, III und VI ebenso von bisher unkultivierten 
Bakterien domininiert. Wie sich anhand der Ergebnisse zeigte, wurde der Großteil der 
Isolate nach einer Inkubationszeit von vier Wochen nachgewiesen. Die maximale 
Kolonieentwicklung liegt nach Jannsen et al. (2002) bei einer Inkubationsdauer von zehn 
Wochen. Die in dieser Arbeit angewandten Kultivierungsbedingungen könnten mit einer 
Verlängerung der Inkubationszeit von vier auf zehn Wochen zu nirK-enthaltenden Bakterien 
der nirK-Cluster IIb, III und VI führen. Eine andere Kultivierungsvariation zur Isolierung 
dieser Cluster könnte die kürzlich entwickelte Verwendung von Boden-Substrat-Membran-
Systemen sein, die Kultivierung von bisher unkultivierten, langsam-wachsenden Bakterien 
aus Bodenproben möglich machen soll (Ferrari und Gillings, 2009). Durch die große 
Relevanz der Denitrifikanten im Ökosystem Boden, sind weitere Erkenntnisse über die 
denitrifizierende Gemeinschaft anhand von Isolaten von größter Wichtigkeit.  
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